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RESUMEN 
La transmisión del V1H-1 resistente a drogas antirretrovirales (ARV) puede disminuir la 
eficiencia del tratamiento ARV y comprometer la efectividad de los programas 
nacionales dirigidos a la prevención y el control de la infección. Es debido a esto, que se 
requieren estudios epidemiológicos de resistencia diseñados apropiadamente para evaluar 
a los pacientes recién infectados. La información que se obtenga de este tipo de estudios 
tendrán una relevancia significativa para la selección de los regímenes ARV de primera 
línea y profilácticos en los países en vías de desarrollo. Para este estudio se utilizaron 
muestras de plasma archivadas que fueron colectadas entre los años 2007 y 2010, de 
individuos adultos VIH positivos recientemente infectados, y de niños recién nacidos 
VIH positivos, menores de 1 año. El plasma fue procesado para el análisis del 
genotipaje VIH-1 usando un método casero. Las mutaciones a los ARV fueron 
determinadas y analizadas según el algoritmo de la base de datos de la Universidad de 
Standford (2009), que define las mutaciones de importancia en la vigilancia de la 
resistencia transmitida del VIH-1. La prevalencia de mutaciones transmitidas que 
confieren resistencia a los inhibidores de la Transcriptasa Inversa del V1H-1 fue de un 
9.3% en adultos y de un 11.5% en recién nacidos. Mientras que para el gen de la 
Proteasa, los polimorfismos encontrados no fueron de importancia para la generación de 
resistencia transmitida del VIH-1. Este estudio encontró que la prevalencia de resistencia 
transmitida del VIH-1, en sujetos adultos y en niños es considerada de nivel intermedio 
(>5% y <15%) según método de umbral usado por OMS. La vigilancia de la transmisión 
de cepas de VI1-1-1 resistentes puede ayudar a evaluar y a hacer un diagnóstico más 
preciso de la eficiencia que se pueda obtener de los ARV que se emplean en el país. 
Además, suministrará evidencia científica que permita a las autoridades de Salud 
optimizar los algoritmos de tratamiento de VIH. 
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INTRODUCCIÓN 
El VIH es una infección crónica que afecta el sistema inmune del ser humano. Es por 
esta razón que se llevan a cabo los análisis de monitoreo de los pacientes VIII positivos, 
realizando las pruebas de carga viral VIH-1 y las pruebas de cuantificación de linfocitos 
T CD4+. Pruebas éstas cuyos resultados ayudan al médico tratante a determinar con 
mayor agudeza la condición inmunológica en la que se encuentra el paciente, y así tomar 
decisiones relacionadas al inicio de la terapia antirretroviral o al cambio de una terapia ya 
instaurada en el paciente. 
En el aspecto clínico del tratamiento del VIH, la aprobación en el año 1987, por parte de 
la Administración de Alimentos y Medicamentos (FDA, por sus siglas en inglés) del 
primer antirretroviral para el tratamiento del VIH, conocido como Zidovudina o AZT, el 
cual es un inhibidor de la transcriptasa inversa análoga de los nucleósidos (INT°, inició 
una nueva era en el manejo clínico de los pacientes VIH positivo. 
El uso de fármacos antirretrovirales (ARV) ha sido dirigido a la reducción de la 
concentración plasmática del ARN del VIH-1 por debajo de los niveles detectables por 
los diferentes métodos actualmente disponibles para la medición de carga viral de V1H; 
tratando de esta forma de limitar la posibilidad de que se seleccionen variantes resistentes 
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al tratamiento farmacológico y retrasando en el paciente el comienzo del fracaso de su 
terapia. 
El desarrollo de resistencias a las drogas ARV actualmente disponibles en contra de la 
infección por VIH-1 es una de las mayores limitaciones para la continuación de un 
tratamiento ex itoso (I) . 
En la actualidad existen protocolos preestablecidos de tratamientos para los pacientes que 
inician la terapia antirretroviral, para las mujeres embarazadas VIH positivas, y para los 
niños recién nacidos de madres VIH positivas. Sin embargo, los cambios en las terapias 
pueden ser realizados según recomendaciones empíricas generales, las cuales son guiadas 
solamente por la historia clínica del paciente y los resultados de las pruebas de 
monitoreo: cuantificación de linfocitos T CD4+ y valores de carga viral VI1-I-1, o bien 
basados en los resultados de las pruebas de monitoreo más una prueba de resistencia al 
tratamiento. 
Para determinar la resistencia a los AR V existen diferentes metodologías; una de las más 
utilizadas es la prueba de genotipaje del VIH, en la cual se detectan las mutaciones 
presentes en los genes de la trasncriptasa inversa y proteasa del VIH, genes blancos de los 
agentes terapéuticos frecuentemente utilizados en nuestro país. 
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La prueba para genotipaje del VIH, está disponible en nuestro país desde el año 2007 en 
el Instituto Conmemorativo Gorgas de Estudios de la Salud. Esta prueba se realiza de 
forma rutinaria a las muestras de los pacientes en los cuales existe sospecha de falla 
terapéutica (pacientes que han recibido terapia antirretroviral y los valores de carga viral 
de VIH en plasma están por encima del valor de copias/mi esperados por el médico) y 
que se encuentran en falla virológica. Por otro lado, esta prueba es una herramienta de 
gran utilidad en salud pública, cuando se aplica en la vigilancia de la resistencia 
transmitida. La resistencia transmitida es aquella en la cual es posible encontrar 
mutaciones que confieren falla a los ARV en pacientes recientemente infectados que no 
han recibido tratamiento ARV. La misma se puede realizar en pacientes con diagnóstico 
de infección reciente por VIH o aquellos pacientes crónicos que no hayan sido expuestos 
a ningún tipo de tratamiento antirretroviral según criterios establecidos por la 
Organización Mundial de La Salud (OMS). 
Una vez que un virus fármaco-resistente es transmitido, éste puede persistir por meses 
hasta años sin la reversión al tipo salvaje (2). Además, la presencia de cepas 
fármaco-resistentes en los pacientes narve (pacientes que no han recibido tratamiento 
antirretroviral previo) está asociado con un elevada probabilidad de falla virológica a la 
terapia antirretroviral de primera línea". Por estas razones, las nuevas pautas 
recomiendan realizar la prueba genotípica de la resistencia en todos los pacientes naive, 
antes de comenzar régimen antiretroviral de primera líned 6:7) . 
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La vigilancia de la resistencia transmitida a fármacos ARV es de gran importancia y debe 
ser estudiada en cada país con el propósito de comprender la evolución del VIH y la 
efectividad de los esquemas terapéuticos que se administran inicialmente en los pacientes 
VIH positivos; además de proveer información que contribuye a diseñar programas de 
educación y prevencion que minimicen el desarrollo y la transmisión de virus resistentes 
y apoye el uso racional de ARV, 
OBJETIVOS GENERALES: 
1. Identificar mediante secuenciación las mutaciones presentes en los genes que 
codifican para la transcriptasa inversa y para la proteasa del VIH-1 y que están 
relacionados con la resistencia a drogas antirretrovirales. 
2. Determinar la prevalencia de la transmisión de resistencia a drogas antirretrovirales. 
OBJETIVOS ESPECÍFICOS: 
1. Determinar las mutaciones presentes en los genes de la transcriptasa inversa y de la 
proteasa en niños menores de 1 año de edad y en pacientes adultos > de 17 años. 
2. Establecer cuáles son las mutaciones de importancia clínica que se presentan en 
ambos grupos de estudio. 
3. Determinar la tasa de prevalencia de la resistencia transmitida a drogas 
antirretrovirales dirigidas a inhibir la transcriptasa inversa y la proteasa del VIH. 
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FUNDAMENTAGÓN TEÓRICA 
1. GENERALIDADES DEL VIII 
En el atio 1983, Montagnier y Gallo aislaron por primera vez el Virus de la 
InmunodefIciencia Humana tipo 1 (VIH-1) y en 1984 fue caracterizado como agente 
causal del SIDA(8.9) . En 1986 se descubre un segundo virus responsable de este mismo 
síndrome denominado V1H-2, el cual tiene alta prevalencia en el este de África, pero 
también se ha encontrado en Europa y en varias regiones de América. 
El VIH es un virus de ARN perteneciente a la familia Retroviridae que se caracteriza por 
ser un virus de ARN cubierto, capaz de transcribir el ARN en una copia de ADN 
mediante una enzima llamada trascriptasa inversa. 
Los retrovirus se dividen en oncovirus, lentivirus y spumivirus; el VIH-1 y VIH-2 se 
encuentran clasificados dentro de los lentivirus ya que se caracterizan por causar 
enfermedad lenta, progresiva y fulminante después de largos periodos de incubación. 
Este virus infecta diversas células del sistema inmune, como las células T colaboradoras 
que expresan la molécula CD4, los macrófagos y las células dendriticas. 
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Estructuralmente el VIH tiene un diámetro de 100 a 120 nm, con una membrana formada 
por 72 proyecciones de glicoproteínas de superficie conocidas como gp41 y la gp120") . 
Internamente está formado por dos cadenas idénticas de ARN, cada una con 9.2 kb de 
longitud con la información requerida para la síntesis de sus proteínas asociadas como la 
transcriptasa inversa, la integrasa y la proteasa, empaquetadas dentro de un centro de 
proteínas virales que incluyen la p24 (proteína de la cápside vira!) con una matriz 
circundante de p17 y rodeadas de una envoltura formada por una bicapa fosfolipídica 
derivada de la membrana celular del hospedero, pero que incluye proteínas de membrana 
codificadas por el virus. 
En cuanto al genoma del VIH, este comparte la disposición básica de secuencias de 
ácidos nucléicos características de todos los retrovirus conocidos. El ARN del VIH está 
constituido por tres tipos de genes clasificados, de acuerdo con su función, en genes 
estructurales, genes de transactivación y genes accesorios. 
1.1. Genes estructurales del VIII: 
Gag: 	 Las secuencias gag codifican para las proteínas estructurales del centro que 
incluyen: la Matriz (p17), la cápside (p24) y las proteínas de la nucleocápside (p15). 
Estos productos derivan de la proteólisis de la poliproteína de 55 KD llamada gag ó p55. 
La fragmentación de esta poliproteina está mediada por la proteasa viral. 
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Pol: Las secuencias pol codifican las enzimas transcriptasa inversa, integrasa, ARNasa 
H y proteasa viral, necesarias para la replicación viral. La proteasa y la transcriptasa 
inversa son los objetivos principales de los fármacos antivirales, siendo esta última la 
responsable de la mutación viral. La integrasa y la transcriptasa inversa son vitales 
durante los primeros pasos de la infección del virus; la proteasa juega un papel crítico en 
su ciclo de vida, al mediar la producción del virión infectante. 
Transcriptasa Inversa del VIH 
La enzima está codificada y utilizada por los virus en la transcripción inversa, utilizando 
la enzima durante el proceso de replicación. La transcripción inversa de los virus de 
ARN, como los retrovirus, utilizan la enzima en su genoma para el paso de ARN en 
ADN, el cual a su vez se integra en el genoma huésped y se replica junto con él. El V1H 
infecta a los seres humanos gracias a esta enzima, Sin la transcriptasa inversa, el genoma 
viral no seda capaz de incorporarse en la célula huésped, a causa de la incapacidad de 
estos para replicarse. A diferencia de las bacterias, los retrovirus utilizan como 
iniciadores a los ARN de transferencia codificados en la célula huésped. 
La transcriptasa inversa retroviral es una ADN polimerasa dependiente de moldes de 
ARN que cataliza la síntesis del ADN proviral. Esta enzima es un heterodimero 
conformado por las subunidades p66 y p51. La subunidad p51 posee 440 residuos de 
aminoácidos mientras que la p66 tiene 560 residuos. Aunque p5I y p66 comparten 440 
residuos, sus estructuras terciarias son diferentes. La subunidad p66 contiene los sitios de 
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unión a la curvatura del ADN sustrato y el sitio que cataliza la formación de enlaces 
fosfochéster entre desoxinucleóndos 5 trifosfato (dNTP) libres y el extremo 5 de la 
cadena de ADN que esta siendo sintetizada por el contrario la p51 no tiene ninguna 
actividad catahtica y sirve como andamio para la actividad enzimatica de la p66 La 
subumdad p66 tiene cinco subdomunos que mcluyen los de los dedos la palma y la 
mudeca que participan activamente en la reacción de pohmenzación además de los 
subdommios conector y de ARNasa H La mayoría de las mutaciones resistentes se 
localizan en la región de la polunerasa 5 y en particular en los dedos y en la palma (1112)  
Proteasa del VIII 
La proteasa del VIII contiene residuos de ácido aspártico apareados se localizan en la 
base del sitio activo del enzima (Asp25 Aspl 25 [algunas veces denominados como 
Asp25 ]) Además el complejo enzima substrato tamblen contiene una molécula muy 
Importante de agua en su estructura, la cual esta interpuesta entre el substrato y las zonas 
flexibles de la enzima proteasa del VIII (el agua contacta los residuos 11e50 e 11e150 
[algunas veces designados como 11e50 ]) Esta molecula de agua es unica en las 
proteasas retrovirales comparadas a otras proteasas de ácido aspártico Por eso algunos 
de los inhibidores de las proteasas buscan a esta molécula de agua Entre estos 
inhibidores estan los grupos munimos que imitan las propiedades de la union hidrógeno 
de la molécula de agua, y la excluyen del sitio catalmco de la enzima (13) 
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La proteasa del VIH es una enzima codificada por uno de los nueve genes conocidos del 
VIII el gen poi Este gen codifica una protema de 99 residuos de aminoacidos y para ser 
funcional tienen que unirse dos moléculas iguales de 99 residuos de aminoácidos para 
componer la proteasa propiamente dicha, es decir es una protema homodunénca Una 
suburudad proteica aislada de 99 residuos de ammoacidos es una molecula inactiva Esta 
enzima actua sobre dos protemas virales precursoras o pohprotemas las pohproteínas 
Gag y Gag — P0l (14) El rompimiento de la protema Gag produce tres proteínas mayores 
p24 p17 y p7 que conforman parte del corazón o centro del virus y tres proteínas 
pequeñas p6 p2 y pl con actividad funcional durante el proceso de exportación viral La 
actividad enzimática sobre la poltprotelna Gag — Pol produce las proteínas con actividad 
enzimálica ampliamente conocidas transcnptasa inversa mtegrasa y la misma 
proteasa(15) 
La proteasa actua durante las etapas tardias o avan7adas de la replicacion vuul cuando la 
nueva partícula vu-al está saliendo de la célula o poco después de su salida(16) 
Env Las secuencias env codifican las glicoprotemas de envoltura gp120 (glicoproteina 
de superficie) y gp41 (glicoprotema transmembranal) Estas glicoprotemas son necesarias 
para la infección de la célula y se generan de la escision proteolítica de un precursor 
(gp160) por enzimas celulares en el reticulo endoplasmático El complejo env se expresa 
en forma de estructura trunenca de tres pares gp120/gp41 Este complejo media un 
proceso de multiples pasos de fusión de la envoltura del vinón con la membrana de la 
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célula diana, en donde la gp120 mteractua con el receptor CD4 y el correceptor y la gp41 
se funde con la membrana celular 
1 2 Genes de transactivación 
Esenciales para la rephcactón vital m vitro 
Tat Es un transactivador de la transcnpctón vital se une a una secuencia llamada tar del 
ARN y acelera la transcnpción wat Además es necesano para la elongacion de los 
transcntos virales 
Rey El gen rey codifica una fosfoprotema de 116 residuos de aa que se locahza en el 
nucleo celular fundamentalmente en los nucleolos Este gen regula la expresión vital, el 
transporte y la unión de las secuencias del ARN vira] Tambien promueve la exportación 
nuclear de los ARN %vales no procesados o procesados de manera incompleta 
1 3 Genes accesonos del VIH 
Nef (factor negativo) Fue localizado en las membranas celulares (por la &tic= de un 
lípido de cadena larga a la proteína en un proceso conocido como minstoilación) posee 
la habilidad de activar las qumasas celulares interfiriendo de esta manera con los procesos 
celulares de señalización Regula negativamente la expresión de CD4 por la célula 
hospedadora y potencia la hberacion del virus de las células Tambien regula 
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negativamente la expresión de moléculas de clase 1 del Complejo Mayor de 
Histocampatibilidad (MHC) por la célula hospedadora. La proteína nef, es esencial para 
la inducción persistente de la enfermedad in vivo. 
Vpu: Proteína viral desconocida, la cual está presente en el VIH-1, pero ausente en el 
V1H-2. Disminuye la expresión del CD4 por la célula hospedadora, potencia la 
liberación del virus de las células, promueve la gemación viral. 
Vif (Factor de infectividad viral): Es un factor importante en la maduración del virión; 
potencia la infectividad de las partículas virales y parece ser necesario para neutralizar un 
factor celular que inhibe el VIH-1. 
Vpr (Proteína viral reguladora): Detiene la proliferación celular en la fase G2 del ciclo 
celular lo que aumenta la replicación viral, ya que el LTR (repeticiones terminales largas) 
viral es muy activo en dicha fase; además, induce la diferenciación celular e interacciona 
con las proteínas celulares involucradas en la reparación del ADN y promueve la 
importación nuclear del ADN. 
Vpx (Proteína viral X): Está presente sólo en los VIH-2, permite la infección de los 
macrófagos y la diseminación viral. 
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1.4. Mecanismos de Transmisión del VIH. 
El VIH solo puede vivir en ciertos líquidos del cuerpo como la sangre, el semen, fluidos 
vaginales, el líquido pre-eyaculatorio y en la leche materna. Esto es debido a que estos 
líquidos tienen una gran cantidad de células blancas que son necesarias para el virus. El 
intercambio de dichos líquidos de una persona infectada a otra es lo que causa una nueva 
infección. Esta mezcla de líquidos puede ocurrir durante diversas actividades tales como: 
1. La actividad sexual sin protección 
2. El compartir agujas para inyecciones intravenosas 
3. Nacer de una madre infectada con el V1H 
4. A través de leche materna 
5. En transfusiones de sangre o trasplante de algún órgano infectado. 
Un aspecto interesante a destacar es que la forma más común de adquirir la infección por 
VIH es por transmisión sexual a través del epitelio genital (17). Debido a esto, se sospecha 
que las células de Langerhans son los blancos iniciales del VIH después de la exposición 
sexual. 
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1.5. Mecanismo de entrada y replicación del V1H en la célula huésped. 
A.- Acoplamiento (Adsorción Viral) y Fusión: 
1. Fase de reconocimiento: El paso inicial de la infección por el VIH-1 es la unión de 
la gp120 a la molécula CD4 (primer receptor) en la superficie de la célula, paso obligado 
en la infección de las células T y de los macrófagos(i8) 
2. Cambio conformacional de gp120: La interacción gp120-CD4 produce cambios 
confonnacionales tanto en el CD4 como en el segmento proximal de la proteína vital 
conocido como asa V3, lo que genera un nuevo sitio de reconocimiento en gpl 20 con alta 
afinidad por los receptores de quimioquinas los cuales actúan como receptores auxiliares 
para la entrada del virión a la célula. 
3. Cambio de conformación de gp41: La interacción de la gp120 con el CD4 y el 
correceptor, producen a su vez cambios conforrnacionales en la gp41, el cual expone una 
zona de dominio de fusión hidrofóbica en el dominio N terminal de la proteína. 
4. Fusión de las membranas viral y celular: El cambio conformacional en la gp41, 
hace que se doble sobre sí misma para que la membrana de la célula huésped y la 
membrana viral puedan acercarse y establecer el contacto entre ambas, permitiendo que 
se produzca la fusión. En resumen, el VIH-1 descubre a su célula blanco, su gpI20 se 
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expone al CD4 luego se une al correceptor y por ultimo la gp41 se une al péptido de 
fisión 
13 Replicacion 
1 Transenpoón inversa e integración Una vez que el virion del VIH penetra en una 
célula, las particulas del nucleo vffal son liberadas las enzimas del complejo 
nucleoproteico se activan y comienza el ciclo de rephcación vira] El centro de 
nucleoprotemas del virus se desestructura, el genoma ARN del VIH se transcribe a la 
forma de ADN bicatenano por acción de la transcnptasa inversa El complejo ADN 
nucleo viral (complejo de preintegración) es transportado al mtenor del nucleo de la 
celula. Debido a que este complejo es muy grande para pasar de modo simple por los 
poros de la membrana nuclear el proceso de importación al nucleo celular representa un 
estadio critico en el ciclo vital del virus El VIH 1 y otros lentivirus se diferencian de los 
oncoretrovirus en que la importación del nucleo celular de los lentivirus es un proceso 
activo que depende de la presencia de señales de localización nuclear dentro de algunas 
protemas del vinon El resultado es que los lentivirus pueden infectar las células que no 
se dividen (macrófagos) y los oncoretrovirus no Después de la importación al nucleo del 
complejo de pre mtegración, la mtegrasa viral también penetra en el nucleo y cataliz,a la 
integración del ADN viral en el genoma de la célula hospedera A esta forma integrada 
del ADN del VIH se le denomina provu-us El provirus puede permanecer 
transcripcionalmente inactivo durante meses o años con una produccion escasa o nula de 
16 
nuevas proteínas virales o viriones y, de este modo, la infección por el VIH de una célula 
individual puede ser latente. 
2. Transcripción y traducción: La transcripción de los genes del ADN del provirus 
integrado, está regulada por las repeticiones terminales largas (LTR) en el extremo 5' de 
los genes estructurales virales, las citoquinas y otros estímulos fisiológicos sobre los 
linfocitos y los macrófagos, que pueden potenciar la transcripción de los genes virales. 
Las LTR contienen sitios de unión para dos factores de transcripción de la célula 
hospedadora. NFKB y SP1. El inicio de la transcripción génica del virus VIH en las 
células T, está ligado a la activación fisiológica de la célula T por medio del antígeno o 
de las citoquinas. El estímulo de la transcripción génica del VIH por el Receptor de 
Células T (TCR) y las citoquinas probablemente implica la inducción de factores 
nucleares que se unen a las secuencias de unión al NFxB en las LTR. Este fenómeno 
puede ser importante en la patogenia del SIDA, ya que la activación fisiológica de una 
célula T con la infección latente por un microorganismo puede ser el modo en que 
finalice la latencia y comience la producción del virus. Las múltiples infecciones que 
sufren los pacientes de SIDA tienen como consecuencia una elevada producción de 
Factor de Necropsia Tumoral alfa (TNFa); ello a su vez puede estimular la producción de 
VIH y la infección de más células. 
La proteína tat es necesaria para la expresión de los genes del VIH, y actúa aumentando 
la integridad de la transcripción del ARN mensajero (ARNm), ya que esta transcripción 
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por la ARN polimerasa de los mamíferos es muy ineficiente, y el complejo de polimerasa 
suele detenerse antes de completar el ARNm. 
Los ARNm que codifican las distintas proteínas del VIH derivan de un único transcrito 
de todo el genoma mediante fenómenos de procesamiento (maduración por corte y 
empalme) diferencial. La expresión de los genes VIH puede dividirse en un estadio 
temprano, en el que se expresan los genes reguladores, y un estadio tardío, durante el cual 
se expresan los genes estructurales y se empaquetan los genomas virales con su longitud 
total. 
La síntesis de partículas virales maduras se inicia una vez que se generan transcritos de 
ARN del genoma viral de longitud completa, y los diversos genes virales se expresan en 
forma de proteínas. Las proteínas codificadas por el gen gag son las proteínas del centro 
maduras que son necesarias para ensamblar las partículas infecciosas del virus. 
La producción de virus maduros se asocia a la tisis celular, lo cual es un importante 
mecanismo del efecto citopático del VIH. 
Tras la transcripción de diversos genes del virus en el núcleo celular, se inicia la síntesis 
de las proteínas virales en el citoplasma. Luego comienza el ensamblaje de las partículas 
virales infecciosas, mediante el empaquetamiento de transcritos de ARN de longitud 
completa del genoma proviral, en el interior de un complejo nucleoproteico que incluye 
las proteínas del centro gag y las enzimas codificadas por el gen pol, necesarias para el 
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siguiente ciclo de integración. Este complejo nucleoproteico es encerrado entonces en 
una envoltura proveniente de la membrana celular y es liberado de la célula mediante un 
proceso de gemación, a través de la membrana plasmática. 
2. TRATAMIENTO ANTIRRETROVIRAL DEL VIII 
El VIH tiene un ciclo vital que puede ser tan corto como 1,5 días, desde el ensamblado en 
una célula infectada hasta la infección de una nueva célula. El VIH utiliza enzimas que 
corrigen errores de la conversión de su ARN a ADN vía transcripción inversa. Dado que 
la vida media del virus es corta y las copias de ADN son altamente variadas, por la alta 
cantidad de errores de transcripción, existe una alta tasa de mutación. Muchas de las 
mutaciones son inferiores al virus original (frecuentemente pierden la habilidad de 
reproducirse) o no implican ninguna ventaja, pero algunas son superiores al virus base y 
pueden habilitar al virus para resistir el tratamiento antirretroviral. La mejor defensa 
contra la resistencia es la supresión máxima del virus ya que reduciendo la cantidad de 
copias activas se reduce la tasa de mutación. 
Existen diversos ARV que actúan en diferentes etapas del ciclo vital del VIH con el fin 
de reducir sustancialmente el ARN del VIH en el plasma, con lo que el deterioro 
inmunológico que provoca el virus se puede detener y demorar las complicaciones 
características del SIDA. 
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2.1. Inhibidores de Transcriptasa Inversa del VIH 
Son una clase de fármacos ARV usados para tratar la infección por el VIH, los tumores y 
el cáncer. Los ARV que actúan sobre la transcriptasa inversa inhiben la actividad de esta 
enzima la cual es una enzima ADN polimerasa viral que los retrovirus necesitan para 
reproducirse. 
2.1.1. Mecanismo de acción de los lnhibidores de la Transcriptasa Inversa (ITI) 
Cuando el VIH infecta a una célula, la transcriptasa inversa copia el genoma viral de la 
hebra simple de ARN en una doble hebra de ADN viral. El ADN vital es entonces 
integrado dentro del DNA cromosoma' del hospedero, el cual permite los procesos 
celulares del huésped, tales como la transcripción y la traducción para reproducir el virus. 
Los ITI bloquean la función enzimática de la transcriptasa inversa y previenen que se 
complete la síntesis de la doble cadena de ADN viral, evitando así la multiplicación del 
Los ¡TI vienen en tres formas: 
• Inhibidores análogos de nucleósidos de la transcriptasa inversa (INT°. 
• Inhibidores análogos de nucleótidos de la transcriptasa inversa (INtTI). 
• Inhibidores no nucleosídicos de la transcriptasa inversa (INNTI). 
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El modo de acción de los INTI e INtTI son esencialmente el mismo; ellos son análogos 
de los deoxinucleótidos naturales necesarios para la síntesis del ADN viral y compiten 
con los deoxinucleótidos naturales para su incorporación en la cadena naciente de ADN 
viral. Sin embargo, a diferencia de los deoxinucleótidos sustratos naturales, los INTI y 
INtTI carecen de un grupo hidroxilo3' en el residuo de desoxirribosa. Como resultado, 
tras la incorporación de un INTI o un INtTI, el siguiente desoxinucleótido entrante no 
puede formar el siguiente enlace fosfodiéster 3'-5' necesario para elongar la cadena de 
ADN. Así, cuando se incorpora un INTI o INtTI, la síntesis del ADN viral se detiene, un 
proceso conocido como terminación de la cadena. Todos los INTI y INtTI se clasifican 
como los inhibidores competitivos del sustrato(19) 
Los INNTI del virus de la inmunodefíciencia humana fueron introducidos entre 1996 y 
1998, y progresivamente se han ido constituyendo en piedra angular de la terapia 
antirretroviral de gran actividad (TARGA). Actualmente son considerados como 
fármacos de primera línea en pacientes no experimentados a drogas antirretrovirales, y 
más recientemente se demostró su utilidad en pacientes que desarrollan toxicidad severa 
por inhibidores de proteasa, por lo que son cambiados a esquemas basados en Efavirenz o 
Nevirapina (dos agentes INNTI). 
El mecanismo de acción de los inhibidores no nucleosídicos de la transcriptasa inversa 
consiste en inhibir el sitio activo de esta enzima. Estos agentes bloquean la actividad de 
ADN polimerasa causando un cambio conformacional y alterando el sitio catalítico de la 
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enzima. Este mecanismo de acción difiere de los 1NTI, en que los INNTI no actúan como 
finalizadores de la cadena de ADN. 
TABLA # 1 
Lista de antirretrovirales para la inhibición de la transcriptasa inversa y de la 
proteasa del V1H-1 
Inhibldores de la transcriptasa Inversa Inhibldores de la proteasa (IP) 
INTI INNTI IP 
AbacavIr (ABC) DelavIrdlne (DLV) Atazanavlr/r (ATV/r) 
Didanosine (ddl) Efavirenz (EFV) Darunavir/r (DRV/r) 
EmtricItabine (FTC) Etravirine (ETR) Fosamprenavir/r (fAPV/r) 
Lamivudine (3TC) NevirapIne (NVP) Indinavir/r (IDV/r) 
Stavudlne (d4T) Lopinavldr (LPV/r) 
Tenofovir (TDF) NelfinavIr (NFV) 
Zldovudine (ZDV) Saquinavirk (SQV/r) 
Zalcitabina (ddC) Tipranavir/r (TPV/r) 
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2.1.2. Mecanismos de resistencia a los Inhibidores de la Transcriptasa Inversa. 
2.1.2.1. Mecanismos en los inhibidores análogos de nucleósidos y análogos de 
nucleótido. 
Se han descrito 2 mecanismos principales de resistencia del V1H a estos fármacos: 1) 
bloqueo o reducción en la unión del INT1 por competición; y 2) eliminación del INTI de 
una cadena de ADN completamente sintetizada (2021). 
Son varias las mutaciones o combinaciones de mutaciones localizadas en la transcriptasa 
inversa que pueden conferir resistencia por el primer mecanismo descrito. Algunas de 
ellas son: 
- Mutación M184V/I: un simple cambio de metionina por valina en la posición 184 de la 
transcriptasa inversa confiere un alto nivel de resistencia a 3TCFTy c<22). 
- Complejo Q151M (A62V, V751, F77L, FI 16Y y Q151M): generalmente aparece tras la 
administración de regímenes que contengan d4T o ddl. La primera mutación en 
seleccionarse es la Q151M y tras ella se produce la acumulación gradual de mutaciones 
secundarias que aumentan el grado de resistencia conferido por la Q151M. Este complejo 
es relativamente poco frecuente aunque tiene nefastas consecuencias ya que confiere un 
alto grado de resistencia a todos los INNTI (23) . 
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Mutación K65R es la que primera se selecciona en regímenes que contengan TDF 
Aunque este fármaco no selecciona mutaciones de resistencia a los analogos de umichna 
(TAM) la presencia de alguna de ellas en especial M41L L2 10W y T215Y parece 
reducir la susceptibilidad al TDF Se ha observado que la selección de la mutación 
M184V en presencia de la mutacion K65R causa una reducción en la sensibilidad al ddl y 
al ABC pero la aumenta al TDF comparado con los virus que contienen unicamente la 
mutación K6512 (24) 
El segundo mecanismo descrito consiste en que una vez unido el análogo a la cadena 
naciente de ADN este es eliminado y ha sido relacionado con un grupo especifico de 
mutaciones conocido como mutaciones de análogos de tuniclina (TAM) 
Estas mutaciones (M41L D67N K7OR L210W T215Y/F y K219Q/E/R/S/N) se 
seleccionan más frecuentemente durante la pérdida de respuesta a regimenes que 
contengan análogos de tinudina, tales como la ZDV o d4T pero éstas pueden confenr 
resistencia al resto de análogos de nucleósidos y nucleotidos incluyendo al TDF (25) Se 
han descrito 2 vias de acumulacion progresiva de TAM segun la sustatucion del residuo 
de aminoácido en la posición 215 por el aminoácido Y vs F La mutación 215Y se asocia 
con la 41L y la 210W pero en los codones 70 y 219 se encuentra en general aa del virus 
salvaje esta sería la via 41/210 y se asocia con otras mutaciones como la 44D Por otra 
parte existe la via de la 70/219 donde la 215F se suele asociar a la 70R y a la 219Q 
pero no se suele asociar a mutaciones en las posicion 210 ni a la 44D Sin embargo en 
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esta ;u es frecuente la mutación 69N La mutación 67N es la unica TAM que comparte 
ambas zas cuando existen 3 ó 4 TAM Con 5 6 TAM, ambas Inas se superponen Las 
razones por las que estas 2 vias se superponen no están claras y no se pueden atribuir a un 
diferente nivel de resistencia puesto que por ambas rutas la distrunucion en el nivel de 
susceptibilidad a la ZDV (fármaco con el que se han descnto) es similar Sin embargo 
como se ha comentado antenormente para el TDF la via 41/210 seria claramente más 
desfavorable Ninguna mutación individual es suficiente para ocasionar resistencia 
sigmficahva ante cualquiera de los INTI Por tanto la evolución a través de una ruta de 
TAM concreta requiere la acumulacion gradual de mutaciones lo que conduce a niveles 
crecientes de resistencia y a un mayor grado de resistencia cruzada al resto de INTI Cabe 
destacar que la eficiencia de todo este proceso puede verse negativamente afectada por la 
presencia de otras mutaciones en la TI fenómeno descnto en el caso de la mutación 
MI 84V que reduce el nesgo de selección de las TAM por los 1NTI incrementando 
incluso la actividad residual de algunos INTI aun a pesar de la presencia de TAM (26-28)  
La inserción en la posición 69 parece favorecer la escisión de analogos de tuniclma 
Concretamente estas inserciones en combinación con la mutacion T215Y puede 
favorecer la escision de AZT ddI y d4T Se ha descnto que la inserción de dos residuos 
de sennas en la posición 69 produce resistencia cruzada a todos los INTI ya que emplea 
los 2 mecanismos antes descntos No obstante para que esta resistencia sea de alto grado 
es precisa la presencia previa de las TAM (29•30) 
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2 1 2 2 Mecanismos en los inbilmclores no análogos de nucleósidos 
La mayona de las mutaciones descntas a esta familia de fármacos se localizan próximas a 
su lugar de unión a la enzima y esta localización tan específica hace que exista un alto 
grado de resistencia cruzada entre todos los INNTI Algunas de las mutaciones 
seleccionadas por estos compuestos son dependientes del fármaco Por ejemplo la 
mutación Y1 8 1C se halla frecuentemente asociada a la NVP aunque otras mutaciones 
como la Y1 88C K1 03N G1 90A y V106A, también pueden seleccionarse tras el uso de 
este farmaco En el caso de EFV una de las primeras mutaciones de resistencia que se 
seleccionan es la K103N aunque la Y18 1C también puede ocurrir precormente (31 •32) 
Algunas de las mutaciones asociadas a resistencia a los INNTI (L100I y Y181C) pueden 
incrementar la susceptibilidad al AZT gracias a un bloqueo de la reacción de 
pirofosforolisis que conduce a la escision del INTI unido a la cadena de ADN(29) 
2 2 Inhilindores de la Proteasa del VIH 
En la segunda mitad de la década de los arios noventa, se Incorporaron los ulibidores de 
la proteasa (IP) como fármacos ARV para el tratamiento de la infección causada por el 
virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1 Esta novedad terapéutica generó un 
descenso importante en la morbilidad y mortalidad provocada por el SIDA, reflejándose 
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en una reducción de la incidencia de infecciones oportunistas y de ingresos hospitalanos 
aumentando la calidad de vida del paciente VIII positivo (14) 
El mecanismo de acción de los IP está basado en el bloqueo de la acción de la enzima 
proteasa del VIII que esta formada por dos monómeros estructuralmente idénticos que se 
ensamblan para formar la región catalítica inhibida por estos fármacos 04 15 ' 33) 
2 2 1 Mecanismo de acción de los IP 
Los 1P son fármacos que presentan una estructura peptidica análoga al sustrato natural 
con el que compiten a excepción del nelfinavir que es un IP sintético no peptidico Segun 
su estructura se agrupan en compuestos miméticos de estado transicional saqumavir 
(SQV) Indinavir (1DV) y nelfinavir (NFV) o pseudosiméincos o &uncimos C2 como es 
el caso del ntonavir (RTV) Su mecanismo de acción se basa en competir con el sustrato 
natural pohprotema virica por el centro catalinco de la proteasa, impidiendo la escision 
de las proteínas gag y gap pol originando la formación de vinones inmaduros no 
infecciosos con la interrupcion posterior de la diseminación del virus (33) 
Su empleo en combinacion con otros ARV ha demostrado que los inhibidores de la 
proteasa pueden 
1 reducir la cantidad del V1H en sangre (medido por carga vtral) 
2 aumentar el numero de linfocitos CD4 aun cuando sean muy bajos 
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3 prolongar el tiempo de apancion de la primera enfermedad defirutona de SIDA o 
muerte 
4 ayudar a que se desarrollen menos infecciones oportunistas 
5 posiblemente reducir el nesgo de transmisión del virus y 
6 posiblemente preservar la función del sistema mmunitano 
2 2 2 Mecanismos de resistencia a los inhilndores de la proteasa 
La resistencia a IP se produce como consecuencia de cambios en ciertos residuos de 
anunoácidos que se seleccionan tanto en el dominio de unión del sustrato como en 
lugares distantes a este dommio (34) La selección de virus mutantes resistentes a los IP 
origina cambios estructurales en los sitios de corte de la proteasa reduciendo la afinidad 
de umon por el nilubidoe s) Los efectos causados por otras mutaciones que se 
seleccionan en areas diferentes al sitio catalitico de la proteasa pueden alterar la 
actividad catalítica de la enzima, la estabilidad estructural del chinero la cinética de unión 
del mhibidor o bien producir cambios estructurales en el sitio catalitico de la proteasa a 
través de modificaciones producidas en otras áreas alejadas del sitio catahtico (36 37)  
El principal mecanismo de resistencia a los IP consiste en la acumulación progresiva de 
mutaciones que debido al amplio grado de resistencia cruzada entre los miembros de esta 
familia complica futuras opciones terapéuticas aunque incluyan fámlacos nunca antes 
prescntos al paciente (38) Numerosos estudios han demostrado la correlación existente 
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entre la presencia de mutaciones de resistencia a IP basales y la peor respuesta virologica 
obtenida en pacientes que ya hablan tomado previamente IP (39-41) El numero y la 
complejidad de los patrones de mutaciones descntos en la proteasa, han hecho que sea 
especialmente complejo establecer que mutaciones influyen y en qué medida sobre la 
perdida de actividad de los fármacos Esto se ha complicado en mayor medida al 
utilizarse los IP potenciados con ntonavir a dosis bajas ya que la actividad de los 
uilubidores persiste a pesar de desarrollarse mutaciones gracias a conseguirse mayores 
Enyetes en sangre(42) Para todos los mhibidores se ha intentado establecer cuantas y 
cuáles son exactamente las mutaciones relevantes dando lugar a diferentes puntuaciones 
( scores ') de resistencia genotipica (43 44) Actualmente se dispone de cuatro IP 
potenciados que presentan perfiles de resistencia diferentes pero que una vez superado 
un umbral de mutaciones pierden actividad Estos son saquinavirk lopinavirk 
fosamprenavir/r y atazanavulr Recientemente se han comercializado otros dos nuevos 
IP en los que el numero total de mutaciones parece ser superior (tipranavu -/r y 
darunavir/r) (45 46) 
Las ultimas gulas de resistencia a los antirretrowales publicadas por el panel de expertos 
de la Sociedad Internacional de SIDA en Estados Urudos por sus siglas en ingles (IAS 
USA) en septiembre de 2006 mantienen la división en las mutaciones de resistencia a los 
IP entre primarias y secundarias Generalmente las primarias afectan al lugar de unión 
de la proteasa con sus sustrato son las primeras en aparecer y por si solas originan sólo 
pequeñas reducciones en la susceptibilidad del fármaco Las mutaciones secundanas y/o 
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compensatorias se acumulan secuencialmente en el virus en el caso de persistir el 
tratamiento dando lugar a vanantes altamente resistentes A pesar de que existe escasa 
superposición de las mutaciones pnmanas entre los diferente IP muchas de las 
mutaciones secundarias son comunes lo que explica que las resistencias cruzadas de 
grupo sean más frecuentes cuanto más tiempo un paciente ha estado bajo el mismo 
tratamiento anturetroviral con fracaso terapéutico La interpretación de las mutaciones en 
el gen de la proteasa se dificulta ademas por el elevado polimorfismo (vanactones 
naturales de la secuencia) genético hallado en los aislados del VIH a partir de pacientes 
naive En el grupo de mutaciones primarias se incluyen D3ON I47A, G48V 150L/V 
V82A/T/F/S/L/T 184V/A/C y L9OM y en el de mutaciones secundanas L23I L24I 
V32I L33F M46I/L I47V F53L 154V/L/T/M/A/S G73C/S/T/A, L76V y N888D/S 
Como pohmorfismos asociados a resistencias destacan 10IN/F/R/C 111 I3V 15A/V 
16E 20M/R/T/1/V/L 35D 36I1V 41K 43T 58E 60E I62V 63P/T 69K, 71V/T/I 74P 
771 83D 85V y 89M/I 
2 3 Inhibidores de fusión 
Impiden la entrada del virus a la célula previniendo la mfección de células sanas 
• Enfuvirttda o Fuzeon® 
Maravtroe o Selzentry@ 
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2 4 Inhibulores de la mtegrasa 
Medicamentos que evitan la accion de la integrasa selectivos wucamente al VIH 1 Son 
potentes ARV y se ha demostrado cierta eficacia como monoterapia 
Raltegravir o lsentress® 
• Elvitegravir (2008) en fase III de desarrollo 
2 5 Anticuerpos monoclonales anh CCR5 
Los anticuerpos monoclonales anti CCR5 son anticuerpos dingiclos contra estos co-
receptores El principio consiste en colocar el receptor CCR5 frente a células blancas de 
cobayo que crearan anticuerpos dirigidos contra una fracción de este antígeno Estos 
anticuerpos no son humanos la fracción constante del anticuerpo será humanizada con 
fraccion constante de una IgG de humano 
Estos anticuerpos bloquean la unión de la GP120 al receptor de la celula y de esta forma 
el VIH no logra entrar a la célula y continuara con sus funciones normales Esto ofrece 
una gran ventaja, ya que los actuales ARV s actuan dentro de la celula cuando el Val ya 
ha infectado a esta célula Otra ventaja es que éstos pueden ser bien tolerados por el 
paciente con pocos o rungun efecto secundario ademas de que su administración sería 
mensual 
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Estos anticuerpos aún no se encuentran en el mercado, pero se está estudiando su 
posibilidad con una aplicación clínica, como alternativa al tratamiento del VIH 
multiresistente, con tropismo al co-receptor CCR5. La investigación se realiza en España, 
en la Universidad de Barcelona, llevada a cabo por alumnos de la facultad de medicina de 
la Universidad Juarez del Estado de Durango, México. 
2.6. Potenciado res sinergísticos 
No poseen por sí mismos actividad antiviral, pero potencian los efectos de los antivirales. 
• Hidroxiurea, (HU) utilizada para anemia falciforme y otros trastornos hematológicos. 
Potencia al ddI y en menor grado, al AZT y ddC. Posiblemente, debido a que prolonga la 
fase S de crecimiento celular, ayudando a los ARV a permanecer más tiempo en la 
célula. También, inhibe la reductasa de ribonucleótidos, lo que genera más absorción de 
ddl, AZT o ddC. HU puede producir supresión medular y pancreatitis. Existen 
recomendaciones en contra del uso de HU. 
• Resveratrol (RV), producto natural existente en las uvas de la vid (Vitis vinifera) y 
otros vegetales. Potencia ddl y en menor grado, AZT y ddC in vitro. Posee un 
mecanismo similar a la HU. RV es mejor tolerado y tiene menor índice de efectos 
adversos. 
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• Acido rincofenólico es un inhibidor de la deshidrogenasa de mosma Potencia 
abacavir pero reduce el efecto de AZT y d4T Está aprobado para uso en trasplante de 
órganos como micofenolato de mofetil cuyo nombre comercial es CellCept® Existe 
evidencia de posible actividad contra hepatitis C haciendolo de 'meres particular en el 
manejo de pacientes comfectados con VIH y hepatitis C 
• Zumo de toronja extracto de producto natural 
El zumo de toronja puede inhibir la enzima CYP3A4 en el tracto gastrointestinal no asi 
en la sangre La administración de zumo antes de la toma de mlubidores de proteasa 
podría incrementar su biodisponibilidad 
Leflunonnda nombre comercial Arava® 
Potencia AZT similar a HU RV y ácido micofenólico 
2 7 Combinaciones fijas 
Unión de varios pnncipios activos en un solo cormprimido o capsula 
• Combivir® = AZT + 3TC 
Aprobado el 26 de septiembre de 1997 Comercializado por GlaxoSinitliKline Su 
problema principal es que produce hpodistrofia en la mayona de los pacientes tras el uso 
continuado 
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• Tnzivir® = ABC + AZT + 3TC 
aprobado el 15 de noviembre de 2000 Comercializado por GlaxoSmaldame 
Actualmente considerado terapia subótpima 
• Kaletra® = Lopmavir + Ritonavir 
aprobado el 15 de septiembre de 2000 Demuestra alta potencia,similar a Invirase 
(saquinavir) y con frecuencia se utiliza para casos de resistencia viral Su problema son 
los efectos secundarios sobre todo el aumento de los niveles de hpidos en sangre 
Comercializado por Abbott 
• Kivexa® (nombre en Europa) o Epzicom® (nombre en EE UU ) = ABC + 3TC 
aprobado el 2 de agosto de 2004 para dosis unica diana Sus problemas prmcipales son 
las reacciones alergicas potencialmente mortales y la elevacion de los lipidos en sangre 
Comercializado por GlaxoSnutliKline 
• Truvada® = tenofovir + emtricitabina 
aprobado el 2 de agosto de 2004 para dosis mica diana Disponible en España desde el 
19 de julio de 2006 Comercializado por Gilead Sciences 
• Atnpla® = tenofovr + emtricitabina+ efavirenz 
aprobado en julio de 2006 en para dosis umca diana En Estados Unidos comercializado 
por Gilead Sciences y Bnstol Myers Squibb En Europa fue aprobado en diciembre de 
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2007 En España está disponible desde mayo de 2008 En Estados Unidos España, Remo 
Unido Alemania, Italia, Irlanda y Francia los titulares de la autonzación con Gilead 
Sciences y Bnstol Myers Sqwbb En el resto del mundo son alead Sciences y Merck 
Co 
3 CARACTERÍSTICAS RELEVANTES DEL REGIMEN ANTIRRETROVIRAL 
PARA LA SELECCIÓN DEL TRATAMIENTO DE INICIO 
I Potencia La potencia está demostrada por una elevada respuesta ~lógica del 
régimen empleado Posee una elevada barrera genetica para el desarrollo de resistencia 
del virus que requiere de vanas mutaciones 
2 Efectos colaterales Buena tolerancia a los retrovirales pocos efectos colaterales a 
corto y largo plazo 
3 Potencial para opciones futuras que permita preservar opciones futuras en caso de 
falla 
4 Embarazo sin efectos teratogénicos 
5 Interacciones medicamentosas que no sean clinicamente significativas 
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6. Costo y acceso: asequibles desde el punto de vista económico. 
7. Sin dificultades para el apego: simple de administrar; esquema con el menor numero de 
tabletas por día, sin restricciones alimentarias. 
4. RECOMENDACIONES PARA EL TRATAMIENTO ANT1RRETROVIRAL 
Hasta el 1 diciembre del 2009, el régimen recomendado para el tratamiento de pacientes 
narve según el Departamento de Salud y Servicios Humanos (47) (DITHS por sus siglas 
en inglés), debe ser 
iniciado con alguna de las siguientes tres tipos de combinaciones: 
1. Un INNTI + dos INTIs 
2. Un IP (preferiblemente potenciado con ritonavir) + dos INTIs 
3. Un Inhibidor de integrasa (INSTI) + dos INTIs 
El régimen recomendado para las mujeres embarazadas VIH positivo es AZT. 
S. TRATAMIENTO ANTIRRETROVIRAL UTILIZADO EN PANAMÁ 
Los medicamentos utilizados actualmente en Panamá para el tratamiento antirretroviral 
inicial de los pacientes VIH positivos están basados en una mezcla de tres drogas que 
son: 
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1. Adultos y adolescentes: Combivir® = AZT + 3TC más Efavirenz 
• 2 INTI + 1 INNTI 
2. Mujeres embarazadas: Combivir® = AZT + 3TC más KaletraC = Lopinavir + 
Ritonavir 
• 2 INTI + 1 IP 
6. LA VARIACION GENÉTICA DEL VIII-I 
La gran heterogeneidad genética del VIH-1 es el resultado de la elevada tasa de mutación 
que se genera durante la replicación del ARN viral. La tasa de mutación se define como 
el número de bases incorrectamente incorporadas por nucleótido y por ciclo de 
replicación. Representa el número de veces que la ARN polimerasa incorpora un 
nucleótido erróneo y es del orden de 1010' sustituciones/nucleótido/ciclo replicativo en 
virus ARN(4"°). La razón principal de la alta tasa de mutación es que las ARN 
polimerasas y las retrotranscriptasas (RT) carecen de una actividad 3"-5 ' exonucleasa 
denominada actividad editora (49'5°), lo cual incrementa la probabilidad de incorporación 
equívoca de nucleótidos cuando se compara con las ADN polimerasas que, por lo 
general, tienen mecanismos de corrección y reparación'. La variación genética en los 
virus ARN no sólo puede ocurrir por mutaciones puntuales (transiciones y 
transversiones), sino también por adiciones y deleciones, por recombinación homóloga y 
no homóloga y por reordenamiento de segmentos genómicosis" 
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Las poblaciones de virus ARN replican como distribuciones complejas de genomas 
diferentes, pero genéticamente relacionadas, denominadas cuasiespecies (52). Toda 
población de virus ARN presenta una secuencia definida estadísticamente llamada 
secuencia promedio o consenso, que tiene en cada posición el nucleótido más frecuente 
del conjunto de moléculas de la población. Cada genoma viral puede diferir del consenso 
en un número distinto de posiciones nucleotídicas. Las cuasiespecies constituyen un 
reservorio de variantes virales, que representan un amplio rango de fenotipos con 
respecto a virulencia, tropismo, cinética de replicación y composición antigénica. 
El tamaño poblacional es de gran importancia en la heterogeneidad genética. En un 
individuo infectado por el VIH-1 puede existir del orden de 10 9 a 10 12 viriones(53), siendo 
el recambio de viriones y de células infectadas muy elevado (54 '55). Por tanto, el control de 
las enfermedades infecciosas causadas por virus ARN, entre ellas el SIDA/VIH, 
constituye una tarea dificil por la gran plasticidad genética y el enorme potencial 
evolutivo del VIH-1 y 2(56). 
Las cepas del VIH-1 que circulan alrededor del mundo presentan gran heterogeneidad de 
genotipos y de subtipos virales (57). Los análisis filogenéticos obtenidos con base en sus 
secuencias génicas, principalmente de los genes pol y env, han revelado dos grandes 
grupos dentro del VIH-1: el grupo M ("main" o principal), subdividido en 10 subtipos 
hasta el momento (A-J) y el grupo O ("outlier"), con varios aislados muy divergentes 
entre Se7.59) . Para el VIH-2 se han descrito 6 subtipos (A-F) (60,61) • El subtipo A del 
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VIH- I y en menor medida el B, son los más frecuentes a nivel mundial. Los subtipos C, 
D y E, y quizá el F, podrían comportarse como no patogénicos en el ser humano. La gran 
expansión actual del VIH permite prever la aparición de más variantes del VIH-1 y del 
VIH-2 en el futuro (62) . 
La variación en la secuencia de residuos de aminoácidos de la proteína gp 120 entre los 
subtipos del VIH-1 es mayor que la observada en un mismo individuo o en im 
subtipo(63 '64). Dentro de un mismo subtipo, los aislados varían entre 3% y 23% en su 
secuencia de nucleótidos. La divergencia genética entre distintos subtipos del V1H-1 
oscila en torno a 20% y 30% dentro del grupo M, y en más de 35% entre los aislados del 
grupo M y del O, si consideramos la secuencia genética del gen env que codifica a las 
proteínas de superficie». 
 Los virus del grupo O del V1H-1 presentan un grado de 
variabilidad mayor, aunque no han sido clasificados en subtipos por el bajo número de 
aislados caracterizados hasta la fecha (65). La divergencia genética entre los subtipos del 
grupo M es de 14% en la región gag. Además, las secuencias nucleotídicas del VIH-1 
identificadas hasta ahora sólo tienen 50% de homología con las del VIH-2 (57). Las 
distancias genéticas entre subtipos son, en promedio, dos veces mayores que para 
aislados separados del mismo subtipo(67). Los subtipos de la mayoría de los aislados del 
VIH-1 son congruentes para gag y env (57); sin embargo, los subtipos E y G son variantes 
mosaico; esto es, con env de E y G, respectivamente, pero gag de A. 
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Todos los subtipos del VIH-1 y del VIH-2 se transmiten por vla sexual, parenteral y 
vertical, aunque con diferente eficiencia. De igual modo, todos pueden causar 
manifestaciones clínicas en las personas infectadas, aunque el V1H-2 es menos virulento, 
los aislados del subtipo C del VIH-1 apenas inducen formación de sincicios, una 
propiedad asociada con mayor virulencia; sin embargo, el curso de la enfermedad no es 
más favorable en estos pacientes que en los infectados por otros subtipos. 
7. RESISTENCIAS DEL VIII AL TRATAMIENTO ANT1RRETROVIRAL 
Desde el punto de vista genético los virus están provistos de una gran capacidad de 
adaptación a los cambios introducidos en su medio natural. El VIH fundamenta esta 
cualidad en diversos mecanismos, entre los que cabe destacar cuatro: 
1. la retrotranscriptasa que carece de actividad exonucleasa 3'-5', que actúa como 
correctora de errores" ); 
2. tanto las proteínas estructurales como aquellas con actividad funcional poseen una 
notable plasticidad funciona 6970); 
3. el virus presenta una alta tasa de replicación, que permite generar del orden de 10 10 
«nuevos» viriones cada día (69); y 
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4. está bien documentado que en un determinado momento coexisten en cada persona 
infectada todas las posibles cuasiespecies del VIH- 1 15 ' 56) . 
Por la notable heterogeneidad genética del VIH se producen procesos evolutivos, como la 
mutación que dará paso a la selección de cuasiespecies en virtud de su capacidad de 
supervivencia en un ambiente «hostil» (un medicamento antiviral), generándose por tanto 
un proceso de selección de aquellas que presenten características de supervivencia más 
favorables en estas circunstanciasM. Como las mutaciones aparecen de forma espontánea 
y simplemente se seleccionan bajo la presión selectiva de los fármacos, actualmente el 
VIH- l tiene capacidad de desarrollar resistencias frente a todos los ARV disponibles, e 
incluso, una capacidad potencial frente a moléculas que están por diseñarse gl-73) . 
La resistencia en sentido amplio se define como cualquier cambio que mejore la 
replicación del VIH en presencia de un inhibidor< 74). Es importante tener en cuenta que el 
concepto de resistencia es relativo, porque si se parte de un inoculo lo suficientemente 
pequeño y se usa un fármaco en concentración suficiente, un virus resistente podría 
presentarse como sensible. En términos específicos, la resistencia del VIH al tratamiento 
antirretroviral consiste en un fenotipo alterado como resultado de un cambio en el 
genotipo viral que se puede detectar tanto in vitro como in vívol 75). 
Epidemiológicamente se puede hablar de resistencias primarias y secundarias c"). Son 
resistencias primarias cuando se encuentran en virus de pacientes que no han sido 
41 
tratados previamente, lo que implica que la infección se ha adquirido a partir de cepas de 
VIH-1 resistentes. Por el contrario, se trata de resistencias secundarias cuando aparecen 
en la población viral de un paciente como consecuencia de la presión selectiva ejercida 
por la exposición a fármacos ARV. 
En relación a estas resistencias primarias o resistencias transmitidas, la Organización 
Mundial de la Salud (OMS) a categorizado su prevalencia en tres distintas categorías 
basándose en aspectos clínicos y epidemiológicos de este fenómeno en: <5%, 5-15% y 
>15%(76) 
8. TIPOS DE MUTACIONES ASOCIADAS CON LA RESISTENCIA 
La resistencia farmacológica al VIH-1 surge frente a la terapia antirretroviral por la 
supresión viral incompleta, lo que limita el éxito a largo plazo de la terapia. Se conocen 
como mutaciones primarias aquellas alteraciones en el material genómico que, una vez 
expresadas, darán lugar a cambios en el sitio catalítico de la enzima, pues afectan la 
afinidad de ésta por su sustrato. Habitualmente se seleccionan pronto en el curso del 
tratamiento por la presión selectiva ejercida por el fármaco, en un intento de evadir su 
acción inhibidora del medicamento ("). Las mutaciones secundadas son aquellas que se 
van acumulando en el genoma viral, que posee previamente mutaciones primarias, con la 
finalidad de restaurar la ventaja cinética que ha pagado la enzima por la mutación 
primaria. Estas son seleccionadas por la ventaja replicativa que confieren mejoría de la 
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afinidad por el sustrato natural de la enzima. Por si mismas, las mutaciones secundarias 
poseen un efecto mínimo o nulo en la magnitud de la resistencia al tratamiento 
antirretroviral(77) 
Los blancos terapéuticos han sido profundamente estudiados y se han descrito diferentes 
de las mutaciones presentes en cada uno de estos genes que guardan una asociación a 
resistencia a los medicamentos ARV. Cada cierto tiempo se reúnen diferentes 
investigadores especialistas en resistencia del VIH y actualizan los datos relacionados con 
las mutaciones que se presentan en los pacientes VIH positivos y que son capaces de 
generar resistencia a los medicamentos ARV actualmente aprobados. 
Las Figuras que aparecen a continuación presentan gráficamente las mutaciones que han 
sido descritas hasta la fecha y que están asociadas a la generación de resistencia a los 
ARV (Figuras #1, 2, 3, 4 y 5). 
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Figura # 1: Mutaciones en el gen de la TI asociadas con la resistencia a: INTI e 1NtTI. 
Las mutaciones están codificadas mediante el número en la posición del genoma donde se 
presenta y ubicando en la parte superior del número el a.a. tipo silvestre y en la parte 
inferior la letra del a.a. relacionado a la resistencia a ARV. 
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Figura # 4 Mutaciones en el gen de la envoltura asociadas con la resistencia a inhibidores 
de fusión. 
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Figura # 5 Mutaciones en el gen de la integrasa asociadas con la resistencia a inhibidores 
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Daniel R. Kuritzkes, MD, Deenan Pillay, MD, PhD, Jonathan M. Schapiro, MD, and Douglas D. Richman, MD. (2009) 
Special Contribution: Update of the Drug Resistance Mutations in HIV-1: December 2009. Intemational AIDS Society-
USA Topics in HIV Medicine; 17(5): 140-141. 14) 
Los primeros estudios que describen la prevalencia de resistencia transmitida a drogas en 
U.S. en la era de La Combinación de Terapia antirretroviral (CART) fueron publicados 
en septiembre de 1999. En uno de los estudios, Boden et al. evaluaron 80 pacientes 
infectados con Val de grandes ciudades urbanas de E.E.U.U., principalmente, New York 
y Los Angeles(78) . 
Estudios posteriores que evaluaban la prevalencia de la resistencia transmitida en los 
E.E.U.U. se extendieron de estudios epidemiológicos seccionados transversalmente a los 
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estudios longitudinales que determinaban tendencias. Las mutaciones transmitidas 
reportadas incluyen algunas asociadas a la resistencia de INNT1 (K103N, Y181C/I, 
G190S/A, P225H, V106 MJA, LI00I), resistencia a INTI (M184 V, M41L, T215F/Y, 215 
inversiones parciales, D67N, L210W, T215D/S, K219D, K65R), o resistencia a PI 
(M46L, L33FN, V321, V82A, L90 M). La mayoría de la información disponible es del 
subtipo B del V11-1, pero hay casos raros de resistencia transmitida a drogas que 
involucran a VIH distinto del suptipo B 19'80) . 
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METODOLOGÍA 
1. Tipo de estudio: es descriptivo, retrospectivo. 
2. Universo: El universo estuvo constituido por muestras de plasmas archivadas en la 
seroteca del Departamento de Investigación en Genómica y Proteómica del Instituto 
Conmemorativo Gorgas de Estudios de la Salud, con resultados positivos para el VIH y 
confirmado por serología o por pruebas moleculares como la PCR VIH proviral. Las 
muestras utilizadas estaban almacenadas a temperaturas de -70°C desde enero del 2007 a 
enero del 2010. 
3. Muestras: Se seleccionaron un total de 98 plasmas de los cuales 38 correspondían a 
niños menores de 3 años de edad y 60 a personas mayores de 17 altos de edad. Todas las 
muestras cumplían con los criterios de inclusión establecidos para este estudio. 
4. Criterio de inclusión 
-Muestras de pacientes VIH positivo confirmado por pruebas serológicas o por 
pruebas moleculares como la PCR proviral para VIH. 
-Muestras conservadas en archivo a -70°C y con un volumen mayor de 500 111. 
5. Criterios de Exclusión 
-Pacientes que hayan o estén recibiendo tratamiento con ARV. 
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-Mujeres con embarazos previos. 
6. Métodos 
Los protocolos de trabajo para el análisis de las muestras incluyeron la colección, el 
almacenamiento y la manipulación por técnicas de biología molecular. Se emplearon una 
serie de procedimientos que se listan a continuación: 
1. Extracción de ARN 
2. Transcripción reversa y amplificación del VIH 
3. Amplificación de ADN complementario (ADNc) por PCR 
4. Amplificación de productos específicos por PCR anidada (PCR nested) 
5. Corrida de electroforesis en geles de agarosa/TBE 
6. Purificación de productos de PCR 
7. Cuantificación de productos purificados 
8. Reacción de Secuenciación 
9. Purificación del producto de la reacción de secuenciación 
10. Secuenciación 
11. Edición de secuencias 
12. Análisis en la base de datos de Standford University. 
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6.1. Extracción de Ácidos Nucléicos (ARN viral). 
Para la extracción de ARN viral se utilizó plasma anticoagulado con EDTA y el 
protocolo Q1Aamp Viral RNA Mini Assay de Qiagen. 
En el protocolo se realizaron los pasos que se enumeran a continuación: 
1. Se pipetearon 560 pi de Buffer AVL (amortiguador de lisis) que contenga acarreador 
de ácido ribonucleico en un tubo de microcentrifuga de 1.5 ml estéril y libre de nucleasas. 
(Si el volumen de muestra es mayor a los 140 III, se aumenta la cantidad de amortiguador 
proporcionalmente). 
2. Luego se agregaron 140 gl de la muestra al tubo de 1.5ml que contiene el Buffer AVL 
más el acarreador (carrier). Se mezcla, pulsando el vórtex por 15 segundos (s). Para 
asegurar una lisis eficiente, es esencial que la muestra se mezcle completamente con el 
amortiguador AVL para producir una solución homogénea. 
3. Posteriormente se incubó a temperatura ambiente (15-25°C) por 10 minutos. 
La lisis de la partícula viral se completa después de 10 minutos a temperatura ambiente. 
Un mayor tiempo de incubación no tiene efecto sobre el rendimiento o la calidad del 
ácido ribonucleico purificado. Los agentes potencialmente contagiosos y las ARNasas 
son inactivados en Buffer AVL. 
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4. Se centrifugó brevemente el tubo para remover gotitas en la tapa. 
5. Se Agregaron 560 gl de etanol (96-100%) a la muestra y se mezcló con el vortex por 
15 segundos. Después de mezclarse, se centrifugo en el tubo para deja caer las gotitas 
del interior la tapa. Para asegurar que se adhiera eficientemente, la muestra se mezcló 
completamente con el etanol para producir una solución homogénea. 
6. Cuidadosamente se aplicaron 630 gl de la solución a la columna Mini QIAamp (en un 
tubo de 2 ml) sin mojar el borde. Se cerró la tapa, y se centrifugó a 6000 g (8000 rpm) 
por 1 minuto (mm). Se colocó la columna Mini QIAamp dentro de uno tubo limpio de 2 
ml y se descartó el tubo que contenía el filtrado. 
7. Cuidadosamente se abrió la columna Mini QIAamp, y se repitió el paso 6. 
8. A la columna Mini QIAamp, se le agregaron 500 ji!, de amortiguador AW1. 
Se centrifugó a 8000 rpm por 1 min. Se colocó la columna Mini QIAamp en un 
segundo tubo limpio de 2 ml y se descartó el tubo con el filtrado. 
9. Después de centrifugar se agregaron 500 gl del amortiguador AW2. Nuevamente se 
centrifugó a toda velocidad (20,000 g o 14,000 rpm) por 3 min. 
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10. Se colocó la columna Mini QIAamp en un tubo de 2m1 nuevo y se volvió a 
centrifugar a 6000g (8000 rpm) por 1 min. 
11. Se colocó la columna Mini QIAamp en un tubo de 1.5 ml. Se descartó el tubo viejo 
que contenía el filtrado. Se adicionaron 60 gl de amortiguador AVE a la columna Mini 
Q1Aamp. Y se incubó por 1 mm n a temperatura ambiente del laboratorio. Luego, se 
centrifugó a 6000g (8000 rpm) por 1 min. El ácido ribonucleico vtral es estable hasta por 
un año cuándo es almacenado a temperaturas iguales o menores a -20 ° C 
preferiblemente a -80 ° C. 
6.2. Transcripción reversa del VIII. 
La transcripción inversa del ARN se realizó utilizando la enzima ThermoscrIpt RT 
(Invitrogen) y el cebador JA272 que anida en la región del gen gag del V1H (HXB2); 
(ver Tabla # 2). 
Cebador empleado para la RT-PCR: 
cebador JA272 5.GGATAAATCTGACTTGCCCART 3. 
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TABLA # 2 
MEZCLA DE REACCIÓN DE LA RT-PCR 
D ENATURALIZACIÓN (V total=12 gl) INCUBACIÓN RT 	 (V. total=20 gl) 
1120 1 H20 	 1 
5X CDNA synthesis buffer 	 4 
dNTP, 10 mM 2 
JA272 10 gM 1 0,1M DTT 	 1 
Rnase out 40 U/ gl 	 I 
Thermoscript RT 15 U/g1 	 1 
REACTIVO POR TUBO REACTIVO POR TUBO 
RNA 10 pg-5 gg 8 Producto de la denaturalización 	 12 
La amplificación requirió de un paso inicial de desnaturalización a 65°C por 5 mm n y 
luego una fase de incubación de la reacción de RT a 50°C por 60 mm, seguido de un paso 
de 85°C por 5 mm y al final el equipo quedaba a una temperatura de 4° C hasta que se 
sacara el producto del equipo. 
6.3. Amplificación de ADNc por PCR. 
Una vez obtenido el producto de la transcripción reversa (ADNc) se procedió a la 
amplificación del ADNc la cual se hizó con los cebadores JA269 y JA272 y utilizando la 
enzima Taq polimerasa Platinum (lnvitrogen) para obtener un producto específico de 
1320 pb de longitud; (ver Tabla #3). 
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Cebadores empleados en la reacción de PCR: 
cebador JA269 5.AGGAAGGACACCARATGAARGA3. 
cebador JA272 5.GGATAAATCTGACTTGCCCART3 ' 
TABLA # 3 
MEZCLA DE REACCIÓN DE LA PCR 
REACTIVOS (V. total=50 pl) 
H20 35 
10X PCR buffer 5 
, 
MgC1250 mM 1.8 
dNTP 10 mM 1 
Cebador JA269 10uM 1 
Cebadar JA272 10 i.LM 1 
Platinum Taq 5 U/ pi 0.2 
zikliP- REACTIVO POR TUBO 
.ADNc 5 
El programa de amplificación requirió de una temperatura de desnaturalización inicial a 
94°C por 2 mm, seguido de 30 ciclos repetitivos de 94°C por 20 s, 50°C por 20 s y 72°C 
por 90 s, un ciclo de extensión final a 72°C por 6 mm n y una fase de 4°C para conservar el 
producto generado hasta que se sacara del equipo. 
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6.4. Amplificación de Productos específicos por PCR anidado. 
Para dar una mayor especificidad y sensibilidad a la prueba, se realizó una PCR anidada 
utilizando los cebadores JA270 y JA271 que flanquean las regiones internas del producto 
de PCR inicial, generando así un producto de 1086 Pb; (ver Tabla #3). 
Cebadores empleados en la reacción de PCR anidada: 
cebadar JA270 s 'GCTTCCCTCARATCACTCTTY 
cebadar JA271 5.CCACTAAYTTCTGTATRTCATTGAC3 ' 
TABLA # 4 
MEZCLA DE REACCIÓN DE LA PCR ANIDADA 
REACTIVOS (V. total=50 p.1) 
H 20 35 
10X PCR buffer 5 
MgC1 2 50 mM 1.8 
dNTP 10 mM 1 
Cebador 1A270 10 p.M 
Cebador JA271 10 pM 
Platinum Taq 5 U/ ILI 0.2 
%UF. 
5 
REACTIVO POR TUBO 
, Producto de PCR 
E 
La reacción de PCR anidada se realizó con el siguiente programa de amplificación: 94°C- 
2 mm, seguido de 40 ciclos repetitivos de 94°C por 20 s, 50°C por 20 s y 72°C por 90 s, 
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un ciclo de extensión final 72°C-6 min y una fase de 4°C. El producto generado de esta 
amplificación es el que se utilizó en los pasos siguientes. 
6.5. Electroforesis en gel de aga rosa. 
Los productos de las amplificaciones fueron corridos en gel de agarosa con tampón TBE 
para poder confirmar si hubo amplificación o no del VIH y así poder determinar cuáles 
muestras eran las que podían seguir el proceso hasta la secuenciación. 
El procedimiento de detección en gel de agarosa es el siguiente: 
1. Se pesaba la cantidad de 1 g de agarosa para un volumen de 100 ml de tampón TBE 0.5X 
a preparar. Con esta cantidad la agarosa quedaba a una concentración del 1%. 
Una agarosa al 1% servía para evaluar el producto de PCR ya que el fragmento generado 
era mayor a 1kb. 
2. Después de pesar la agarosa se procedía a llenar un erlenmeyer con la agarosa y el 
tampón de TBE 0.5X 
3. Una vez preparada la agarosa se esperaba a que la temperatura fuera de 500 
 a 60°C para 
adicionar 5 gl de bromuro de etidio 1 mg/ml. 
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4. Luego se vertía la suspensión en el molde de la cámara electroforética y se esperaba hasta 
que gelificara. 
5. Terminada la gelificación se añadía el tampón de corrida TBE 0.5 X al gel de agarosa 
suficiente para llenar la cámara y cubrir el gel con lmm por encima. 
6. Cuidadosamente se retiraba el peine. 
7. Se procedía a servir 5 III de la escalera de peso molecular de 100 pb y 8 III de cada 
muestra (5 III de los amplificados más 3 pi de buffer de carga). 
8. Las condiciones de la corrida eran las siguientes: 100 V constantes y 1 hora con 20 
minutos. 
9. Seguidamente se observaba la migración de los fragmentos de amplificados en un 
transiluminador de UV de 300 nm de longitud de onda. 
10.La corrida se registraba mediante una foto con el fotodocumentador y se evaluaban los 
productos obtenidos en relación a la escalera de peso molecular y al tamaño esperado. 
Las muestras en las que no se observaba la presencia de producto amplificado no se 
tomaban en cuenta para los procedimientos posteriores. Las muestras en las que había 
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amplificación producto de la presencia de una banda alrededor de los 1000 pb seguían 
hasta la secuenciación. 
6.6. Purificación de productos de PCR. 
Las muestras que amplificaron fueron purificadas por el método AgarAceTM 
 de 
Promega. Se realizó el procedimiento al igual como lo especifica el fabricante en el 
boletín técnico (Part# TB228). 
6.7. Cuantificación de productos purificados. 
Una vez purificados los productos se requirió de una cuantificación de éstos. Con esta 
información se procedía a determinar la cantidad necesaria de purificado que iba a ser 
utilizado en la reacción de secuenciación. 
La cuantificación se realizó utilizando un espectrofotómetro (biofotómetro) y diluyendo 
las muestra 1/50 para su medición. 
6.8. Reacción de Secuenciación. 
La reacción de secuenciación se realizó usando el reactivo de BigDye Terminator v.3.1. 
de Applied Biosystem y una mezcla de 5 cebadors que se traslapan para generar una 
secuencia aproximada de 1046pb. 
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Lista de cebadores empleados en la reacción de secuenciación 
cebador 2A 	 5 GGGTCGTTGCCAAAGAGTG 3 
cebador JA270 5 GCTTCCCTCARATCACTCTT3 
cebador JA276 5 TGTATATCATTGACAGTCCA3 
cebador JA305 5 ATTCCTAATTGRACYTCCCA3 
cebador JA311 5 AAAATCCATAYAAYACTCCA3 
La mezcla de reacción variaba en los volumenes de muestra y se ajustaba a 20 pl de 
reacción utilizando H 20 libre de nucleasas (ver Tabla # 5) 
TABLA # 5 
MEZCLA DE REACCIÓN DE LA SECUENCIACIÓN 
RXN SECUENCIACIÓN 20 JA270 JA276 JA305 JA311 
H 20 • ' * . 
Big dye Terminator 2 2 2 2 2 
Buffer 5X 2 2 2 2 2 
CEBADORS (1 pl c/u) 1 1 1 1 1 
MPurificado 
VOLUMEN TOTAL POR 
TUBO DE REACCIÓN 
20 20 20 20 20 
• valor varia de acuerdo a la cantidad de producto que se va a añadir en la reacción 
Y la cantidad de purificado (g1 del producto) que se agrego a la reacción depencha de la 
cuantificación y la concentración requenda en la reacción para que esta fuera eficiente la 
cual para un producto de 1000 pb era entre 10 a 20 ng 
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El programa de amplificación se llevo a cabo en un Termociclador Applied Biosystem 
2720, realizando un ciclo inicial de 96°C por 2 mm, seguido de 40 ciclos repetitivos de 
96°C por 10 s, 50°C por 5 mm n y 72°C por 4 mm n y una fase final de 4°C. 
6.9. Purificación del producto de la Reacción de Secuenciación. 
La purificación del producto se realizó utilizando el protocolo descrito en las 
instrucciones de uso de ViroseqTM  HIV-1 Genotyping System v2.0 para purificación con 
etanol/acetato sódico. 
6.10. Secuenciación (AB] Prism 3130x1). 
Los productos de la reacción de secuenciación fueron separados mediante electroforesis 
capilar en un Analizador Genético ABI Prism 3130x1(Applied Biosystems). 
6.11. Edición de Secuencias. 
Las muestras amplificadas y secuenciadas para los genes de la transcriptasa inversa y de 
la proteasa se editaron utilizando el software de análisis Sequencher nA para eliminar las 
áreas donde las secuencias no se podían leer claramente y para evaluar la base 
nucleotídica presente en la secuencia. Se examinaron las secuencias para ver la 
presencia de cambios nucleotídicos en comparación a la cepa de referencia HXB2, picos 
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dobles que indican la presencia de dos nucleótidos diferentes en la misma posición y la 
existencia o no de deleciones o inserciones. 
6.12. Análisis en la base de datos de la Universidad de Standford "Standford 
University". 
Una vez finalizado el proceso de edición se obtuvieron las secuencias consensos que se 
utilizaron luego para introducirlas en el algoritmo de análisis de la base de datos de V1H 
de la Universidad Standford, el cual puede analizar ambos genes, ya sea introduciendo los 
cambios nucleotídicos en las posiciones correspondientes en ambos genes o bien 
introduciendo la secuencia consenso. 
Esta herramienta en línea web ("on-line") para el análisis de mutaciones utilizando como 
referencia la base de datos de resistencia de la Universidad de Standford emplea un 
algoritmo desarrollado por ellos para la interpretación de las mutaciones que se presentan 
en los diferentes genes que son blanco de las terapias antirretrovirales (transcriptasa 
inversa, inhibidores de proteasa e ínhibidores de la integrasa). Una de las herramientas es 
la conocida como Resistencia Poblacional Calibrada o CPR (por sus siglas en inglés) el 
cual es un programa que realiza el análisis de rutina de los grupos de secuencias de 
proteasa, transcriptasa inversa e integrasa del VIH-1. El programa proporciona un 
acercamiento estandardizado para estimar la prevalencia de resistencia transmitida del 
VIH a los ARV utilizando datos de secuencias de muestras poblacionales y por lo 
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general, grupos de análisis de secuencias del gen pol del VIH-1. 
Para los estudios de vigilancia de la resistencia transmitida, un requerimiento 
indispensable es contar con una lista de las mutaciones de resistencia transmitida. En 
este sentido, existen diferentes listas conocidas como Mutaciones de Resistencia a Drogas 
de Vigilancia (Surveillance Drug Resistance Mutations; SDRMs), preparados por 
diferentes grupos de expertos entre los que podemos mencionar: 
1. ANRS drug resistance interpretation algorithm (2008.07) 
2. HIVdb drug resistance interpretation algorithm (4.3.7) 
3. 1AS-USA Mutations Associated With Dnig Resistance (March/April 2008) 
4. Los Alarnos National Laboratories HIV Sequence database (2007) 
5. Rega lnstitute Drug Resistance Interpretation Algorithm (7.1.1) 
Las mutaciones que se encuentren en el estudio serán evaluadas según la lista de la 
Universidad de Standford, la cual ha sido actualizada en el año 2009 para determinar su 
importancia en la resistencia transmitida. 
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TABLA # 6 
MUTACIONES DE VIGILANCIA EN RESISTENCIA TRANSMITIDA 
INTI INNTI IP 
M41 1 L100 11 
— 
U3 I 
K65 R K101 EP L24 I 
- 	 i 
D67 N, G, E K103 N, 5 D30 N 




K70 R, E V179 F M46 
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I, L 
L74 V, I Y181 '--C, I, V 147 VA 
V75 T, A, 5 ,M, Y188 L H, C 648 V, M 
F77 L G190 A, S, E 150 VL 
Y115 F P225 H F53 L. Y 
F116 
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Y M230 I. 154 V, L. M, A, T, S 




V,1 L76 V 
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Se secuenciaron 68 muestras de las 97 seleccionadas y 29 muestras presentaron 
problemas de amplificación en los diferentes pasos del proceso (ver Tabla # 7) 
Se secuenciaron los genes transcnptasa Inversa y de la proteasa del VIH 1 de estas 68 
muestras de las cuales 25 correspondan a niños menores de 1 año de edad y el resto al 
grupo de adultos 
TABLA # 7 
MUESTRAS CON SECUENCIAS DEL GEN DE LA TRANSCRIPTASA 
INVERSA Y DEL GEN DE LA PROTEASA. 
# CÓDIGO SEXO EDAD EDAD 
1 RT 01 F 4 meses 
2 RT 02 M 1 años 
3 RT 03 F 24 años 
4 RT-04 M 7 meses 
5 RT 05 M 23 años 
6 RT 06 F 24 años 
7 RT-08 F 1 meses 
8 RT-09 F 23 años 
9 RT 10 M 2 meses 
10 RT 11 M 24 años 
11 RT 12 F 20 años 
12 RT 13 M 24 años 
13 RT 14 M 1 meses 
14 RT 15 M 21 años 
15 RT 16 F 25 años 
16 RT 17 M 2 meses 
17 RT 18 M 25 años 
18 RT 19 F 31 años 
19 RT 20 M 2 meses 
20 RT 21 M 6 semanas 
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# CÓDIGO SEXO EDAD EDAD 
21 RT 22 M 23 años 
22 RT 23 ro 23 años 
23 RT 24 F 26 años 
24 RT 25 F 17 años 
25 RT 26 rsA 24 años 
26 RT 27 F 24 años 
27 RT 28 M 2 meses 
28 RT 29 F 7 meses 
29 RT 30 ro 18 años 
30 RT 31 M 3 meses 
31 RT 32 M ' 	 23 años 
32 RT 33 M 18 años 
33 RT 34 F 22 años 
34 RT 35 F 21 años 
35 RT 36 rvi 18 años 
36 RT 37 M 22 años 
37 RT 38 F 25 años 
38 RT 39 ro 20 años 
39 RT-40 F 22 años 
ao RT-41 F 17 años 
41 RT-42 F 2 meses 
42 RT-43 M 25 años 
43 RT-44 M 20 años 
44 RT-45 F 9 chas 
45 RT-46 F s meses 
46 RT-47 M 3 meses 
47 RT-48 F 22 años 
48 RT-49 F 3 meses 
49 RT 50 M 37 años 
50 RT 51 M 24 años 
51 RT 52 F 18 años 
52 RT 53 :vi 6 meses 
53 RT 54 F 31 años 
54 RT 55 F 6 meses 
55 RT 56 F 4 meses 
56 RT 57 M 43 años 
57 RT 58 M 40 años 
58 RT 59 M 9 meses 
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U CÓDIGO SEXO EDAD EDAD 
59 RT 60 F 24 años 
60 RT 61 F 2 meses 
61 RT 62 M 20 años 
62 RT 63 F 18 años 
63 RT 64 F 25 años 
64 RT 65 F 1 meses 
65 RT 66 F 1 años 
66 RT 67 F 7 Días 
67 RT 68 F 41 años 
68 RT 69 M 48 años 
Del grupo conformado por niños < 1 año de edad se identificaron 6 mutaciones en sitios 
diferentes en el gen de la transcnptasa inversa que guardan un tipo de asociación 
demostrada con la resistencia que se presenta a medicamentos dirigidos a inhibir la 
actividad de la enzima que codifica a este gen (ver Tabla # 8) 
En el caso de los adultos se observaron 17 mutaciones las cuales por si solas o asociadas 
a otras pueden generar resistencia a los tratamientos orientados a inhibir la actividad de la 
transcriptasa inversa (ver Tabla # 9) 
TABLA # 8 
MUTACIONES PRESENTES EN EL GEN DE LA TRANSCRIPTASA INVERSA 
EN NIÑOS MENORES DE 1 AÑO 
# CÓDIGO INTI INNTI SEXO EDAD 
1 RT 04 K219Q M 7 meses 
2 RT 19 V1181 M 2 meses 
3 RT 60 T215Y F 2 meses 
4 RT-64 L210F K101Q F 1 meses 
5 RT-66 K103N F 7 dias 
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TABLA # 9 
MUTACIONES PRESENTES EN EL GEN DE LA TRANSCRIPTASA INVERSA 
EN ADULTOS MAYORES DE 17 AÑOS 
# CÓDIGO NRTI NNRTI SEXO EDAD 
1 RT-05 V1081 M 23 años 
2 RT 06 K101Q F 24 años 
3 RT 10 F77FL L210FL E138A M 24 años 
4 RT 14 F116FL M 21 años 
5 RT 22 KIO3R M 23 años 
6 RT 23 Q151QR E138AE F 26 años 
7 RT 31 A62V T215L K103N Y181C P225H M 23 años 
8 RT 36 M41L M 22 años 
9 RT 39 K219E F 22 años 
10 RT-43 V1081 V179AITV M 20 años 
11 RT-47 KIO3R F 22 años 
12 RT 56 M41L A62V T21 5L K103N P225H M 43 años 
Las mutaciones de la proteasa se dividen en tres categorías mutaciones mayores de los 
mhibidores de proteasa, mutaciones menores de los mlubidores de proteasa y otras 
mutaciones Las mutaciones mayores son definidas como mutaciones que por sí mismas 
pueden reducir la susceptibilidad a uno o más inhibidores de proteasa o como mutación 
no polimórfica que son ampliamente consideradas por ser importante en la resistencia a 
drogas Las mutaciones menores son generalmente consideradas mutaciones accesonas 
Todas las mutaciones mayores y menores reciben una puntuación y se le da un 
comentario asociado una vez introducida en el sistema de la Universidad de Standford 
La otra categona mcluye mutaciones que no reciben una puntuacion 
Las mutaciones encontradas en el gen de la proteasa se consideraron como mutaciones 
menores segun la base de datos de la Universidad de Standford y se presentaron en 10 de 
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los nulos <1 año y en 16 muestras de los adultos mayores de 17 años (ver Tabla # 10 y 
Tabla # 11) 
TABLA # 10 
MUTACIONES PRESENTES EN EL GEN DE LA PROTEASA 
EN NIÑOS <1 AÑO 
# CÓDIGO SEXO EDAD MUTACIONES MAYORES 
MUTACIONES 
MENORES 
1 RT-02 M laño L33I 
2 RT 09 M 2 meses LIOI 
3 RT 13 M 1 meses L33I 
4 RT 16 M 2 meses L33I 
5 RT 19 M 2 meses A71V 
6 RT 27 M 2 meses L10I, A71V 
7 RT-41 F 2 meses LIOI 
8 RT-45 F 5 meses A71T 
9 RT-46 M 3 meses A71T 
10 RT-48 F 3 meses LlOI 
11 RT 52 M 6 meses L101 A71T 
12 RT 54 F 6 meses A71T 
13 RT-60 F 2 meses A71V 
14 RT-66 F 7 días A71 V 
Rango de edad 7 días 1 año 
Sexo 6 FEM 
8 MASC 
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TABLA # 11 
MUTACIONES PRESENTES EN EL GEN DE LA PROTEASA EN ADULTOS 
MAYORES DE 17 AÑOS 
MUTACIONES EN EL GEN DE LA PROTEASA DE PACIENTES ADULTOS 
# CÓDIGO SEXO EDAD MUTACIONES MAYORES 
MUTACIONES 
MENORES 
1 RT 03 F 24 años L90FL 
2 RT 05 M 23 años L101 
3 RT 06 F 24 años A71V 
4 RT 10 M 24 años LlOI 
5 RT 11 F 20 años A71T 
6 RT 18 M 31 años A71T 
7 RT 23 F 26 años L1OLL 
8 RT 29 M 18 años A71 V 
9 RT 32 M 18 años A71V 
10 RT 35 M 18 años A71T 
11 RT 39 F 22 años LIOLV 
12 RT-43 M 20 años LlOI 
13 RT-47 F 22 años LIOI 
14 RT 50 M 24 años LIOI 
15 RT 53 F 3l años L101 
16 RT 59 F 24 años A71 V 
Rango de edad 18 31 años 
Sexo 8 FEM 
8 MASC 
Se encontraron un total de 192 pohmorfismos relacionados con la región de la 
transcnptasa inversa ente los dos grupos en estudio y 105 pohmorfismos en la secuencia 
de la proteasa Las mutaciones en las que se ha descrito una asociacion de resistencia a 
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los mhibidores utilizados en contra de la transcnptasa inversa y de la proteasa no se 
encuentran presentes en los Cuadro # 1 y Cuadro # 2 
CUADRO # 1 
POLIMOFtFISMOS ENCONTRADOS EN EL GEN DE LA TRANSCRIPTASA 
INVERSA 
127*Y 14711\4, A158S A98S D121H D121Y D123A, D123E D123N D123NS 
D123S D177DE D177E DI77E D177G D250E D256DE D86E D86E D86N 
D86X E1690 E194DE E204D E204DE E204K E204Q E224EK E224L E224X 
E248D E28DE E29DE E29EK E36A, E4OD E40K, E6D E6DE E6IC, F124FL 
F214FL F214L F227X F87FL G196AEGV 0196E GI96EG 0196K 0196R 
H96DENY 1135AITV I135K, I135L I135MT I135R I135T I135V 1142FILV 
11421T 1142K, I142L 1142M, 1142T 1142V 11671M, I1781L 1178L 1178M,1178MV 
11801M, 1202IV 1202V I244V 150V I5V KlOIR K102Q K104KN KIIEK KlIR 
K122DE K122E K122EK K13KR K166*IC,K1661CR, K173E KI73*EKQ K173KR, 
K173N K173Q K173R, K201Q K2OKR, IC2OR K223F K223KN K223X K249Q 
K259ICN K32KR, K32R, K43EQ K43KR, K49E K49KR K49R, K64R K73X 
L109ILV L12LV L228R, N137S N147KN N175KN N54K N54KN P170S P176Q 
P4S P9PS Q174E Q174H, Q174HQ Q1741C, Q174R, Q197E Q1971-1Q Q1971C, 
Q197X Q207D Q207E Q207H, Q207HQ Q207IC, Q207R, RI72K, R21 1G R211IC, 
R211Q R211S R211X R78RS S134RS S162A, S162C S162H S16211LPR, S162W 
S162Y S48E S48T S68G T139A, T139KR, T1651 T200A, T200AT T200E T2001 
T200LECRT T200S 1200V T27S T27ST T39A, T39AT T39E V1791 V179IV 
V1891 V241EV V241X V245E V2451 V245IC, V245M, V245N V245Q V245T 
V35I V35ILV V351V V35M,V35T V35T V601 V60IV V9OL W239X W24GW 
70 
CUADRO # 2 
POLIMORFISMOS ENCONTRADOS EN EL GEN DE LA PROTEASA 
72E, A22V, C67*CW, C67D, D60E, E35D, E35DE, E65D, E65DE, 016A, Gl6E, 
G16EG, Gl7EG, H69K, H69Q, H69Y, 113IV, 113V, 115IV, 115V, 162IV, I62V, 164L, 
I64LV, 164V, 1661M, 172E, 1721V, 172Q, 172T, ¡72V, 1931L, 193L, K14KR, K14R, K201, 
1C2OR, K43R, K45KR, K45R, K7OR, K70T, L1OLV, L191, L19Q, L19T, L63A, L63D, 
L631-1, L63LP, L63P, L63PS, L63PT, L63S, L63T, L63V, L89M, M36I, M36IM, M36L, 
M36MV, N37C, N37D, N37H, N37HKNQ, N37P, N37Q, N37S, N37T, N98C, P39PS, 
P39S, P79AD, P79Q, P79S, Q18A, Q18E, Q1 8G, Q18HQ, Q18L, Q18T, Q18X, Q2*Q, 
Q2HQ, Q58HQ, Q61E, Q61N, R41K, R41KR, R41RS, R57IKRT, R57K, R87KR, 
R87RS, T12A, T121C, T12KTPQT, T12P, T12S, T91V, V561V, V77I, V77IV, V82I, 
V82I 
Se identificaron las mutaciones de importancia para la vigilancia de la resistencia 
transmitida del V1H-1. Los resultados para ambos grupos de estudios se encuentran en 
la Tabla # 12. 
TABLA # 12 
MUTACIONES IDENTIFICADAS QUE CONFIEREN RESISTENCIA A LOS 
INHIBIDORES NUCLEOSÍDICOS Y NO NUCLEOSÍDICOS DE LA 
TRANSCRIPTASA INVERSA. 
Adultos > 17 años (N=43) Menores de laño (N=25) 
_ 	
INTI (3/43) INNTI (2/43) INTI (2/25) INNTI (1/25) 
M41152), 1C219E K103N*(2),Y181C, P225H*(1) 
K219Q, T215y K103N 
(2) Dos pacientes con esta mutación. 
*las muestras RT-31 y RT-56 presentaron esta mutación. 
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DISCUSIÓN 
De las 97 muestras seleccionadas para el estudio se lograron 68 secuencias Las 
muestras de las cuales no se obtuvo secuencia, no amplificaron en los pasos de PCR En 
estos casos no se observaban en el gel de agarosa la banda que evidencian la presencia 
del producto esperado Este problema se pudo deber a ruveles de virus (carga viral VIII) 
que estuviesen por debajo de los limites de sensibilidad de la prueba de genotipos El 
valor de cuantificación de carga vual VIH es importante para poder evaluar si fue la 
cantidad de virus en cantidades muy bajas la que evitó la amplificación del acido nuclémo 
vual o si la causa se debió a otros problemas de optimización del método y a la 
utilización de secuencias de cebadores que no resultaron ser las mas eficientes para la 
amplificación de la transcriptasa inversa y de la polunerasa En los casos en que se llegó 
a realwar la reacción de secuenciacion pero que no se obtuvieron secuencias consenso 
se observo que uno o dos cebadores generaban secuencias muy cortas y algunas 
presentaban arudamientos incorrectos que coman toda la secuencia, generándose una 
sene de picos dobles y espacios muy chicos entre cada pico 
En las muestras secuenciadas fue posible observar que las secuencias analizadas 
mostraban cambios de bases nucleotídicas y la presencia simultanea de nucleóndos 
diferentes en una misma posición Esto genera variaciones en los codones que codifican 
para las proteínas del gen Pol involucradas en la rephcación viral del VIII y que fueron 
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evaluadas en este estudio No se encontraron 'aserciones ni deleciones en las secuencias 
analizadas 
El análisis de las secuencias del grupo de niños menores de 1 año de edad mostró la 
presencia de dos mutaciones que son capaces de generar resistencia a los medicamentos 
INTI y una mutación responsable de resistnecia a los medicamentos INNTI Las 
mutaciones asociadas a los 1NTI fueron la K219Q y 1215Y conocidas como Mutaciones 
Asociadas a Analogos de Timiclma (TAM s) las cuales se presentaron cada una en un 
paciente distinto y cuya presencia se ha demostrado que confiere resistencia a los 
medicamentos AZT y d4T(8i) La mutación K219Q sólo genera resistencia al 
medicamento d4T cuando se presentan otras mutaciones como la K7OR o la T215Y/F 
La presencia de la mutación T215Y reduce la susceptibilidad a ABC ddl y TDF 
particularmente cuando ocurre en combinación con las mutaciones M41L y L210W La 
mutacion K103N asociada a la resistencia a medicamentos INNTI como NVP DLV y 
EFV se observó solamente en el caso de un nulo 
En relación con las mutaciones en la región que codifica para la proteasa vital del V1H se 
encontraron 14 nulos menores de I año que presentaron alguna mutación menor de 
resistencia a inhibidores de proteasa (ver tabla #10) Sin embargo no se observaron 
mutaciones mayores que confineren resistencia a los inhibidores de la proteasa 
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La frecuencia en niños menores de 1 arlo de las mutaciones asociadas a INTI e 1NNTI fue 
de (8%) y (4%) respectivamente El mayor porcentaje de mutaciones asociadas a los 
INTI eran esperados ya que estas mutaciones se relacionan con el esquema de 
tratamiento que se administra a las mujeres embarazadas para evitar la transmisión 
materno infantil del VLEI En cuanto a la mutación K103N la cual está asociada a los 
medicamentos INNTI ésta se presentó en uno de los niños que tenla 7 días de nacido 
Sospechamos que la presencia de esta mutación se debe a una respuesta a la presión 
selectiva generada por algun medicamento recibido previamente al embarazo ya que el 
tratamiento con efavirenz se encuentra contraindicado en mujeres embarazadas 
Los adultos por su parte mostraron una sene de mutaciones asociadas con resistencias a 
los ARV en 12 pacientes en los que se observaron cambios en el gen de la transcnptasa 
Inversa asociados a la resistencia a los medicamentos INT1 e INNTI De estos 12 
pacientes 6 presentaron mutaciones que podian asociarse a resistencia provocando 
diversos niveles de efecto sobre la efectividad de los tratamientos dirigidos a inhibir la 
actividad de la transcnptasa inversa Se encontraron 2 mutaciones de importancia en 
resistencia transmitida, asociadas a INTI y 3 mutaciones asociadas a los INNTI 
Las mutaciones identificadas en los adultos que estan asociadas a resistencia a los 1NTI 
fueron M41L A62V F77FL F116FL Q151QR L210FL T215L K219E Las 
asociadas a 1NNTI fueron KIOIQ K103N K103R, V1081 E138A, E138AE 
V179AITV Y181C P225H Las que se asocian a resistencia a inhibidores de la 
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proteasa encontradas fueron A71T A71 V L I OI L 1 OIL L90FL todas consideradas 
mutaciones menores Mutaciones mayores en el gen de la proteasa no se encontraron en 
ninguna de las secuencias analizadas 
De acuerdo con la importancia para la vigilancia de la resistencia transmitida se 
encontraron 4 pacientes con mutaciones en el gen de la Iranscnptasa inversa considerados 
importantes para la evaluación de la resistencia transmitida Estas mutaciones fueron 
M41L y IC219E que afectan la susceptibilidad del virus a los INTI y las mutaciones 
K103N Y181C y P225H que afectan la eficiencia de los INNTI 
Las mutaciones observadas en la región de la proteasa del VIII en el grupo de los adultos 
fueron catalogadas como mutaciones menores y se presentaron en 16 pacientes siendo la 
mutacion LlOI (6/43) la mas frecuente Segun los datos que maneja la Universidad de 
Stanford la mutación LIOI/V ocurre de un 5 10% de las personas no tratadas 
En los adultos hubo mutaciones que se consideran asociadas y que al presentarse en 
conjunto con otras mutaciones pueden producir resistencia multiple a diferentes 
inhibidores de nucleósidos de la transcnptasa inversa 
En dos de los pacientes adultos en los que se presentó la mutación K103N tambien se 
identifico la presencia de la mutación P225H la cual incrementa la resistencia a EFV 
cuando se presentan juntas (ver Tabla #9) 
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Los datos colectados con muestras desde el año 2007 hasta inicios del 2010 indican que 
el porcentaje de cepas V11-1 resistentes a medicamentos ARV importantes para la 
evaluación de la resistencia transmitidas es de 12% en el caso de los niños menores de 1 
año de edad y de un 9 3% en el caso de los adultos Esto demuestra que la frecuencia 
con la que se transmite una cepa resistente en los diferentes grupos estudiados segun la 
clasificación de la Organización Mundial de la Salud está dentro de un rango intermedio 
de transnusion que va de un 5 15% 
En ninguno de los grupos de estudio se detectó mutaciones mayores en el gen de la 
proteasa capaces de generar resistencia a mhibidores de esta enzima Solo se 
identificaron cambios en los codones 'OVIL 71TN 331 y 90FL de la proteasa, de los 
cuales los 2 primeros estaban presentes en ambos grupos de estudio y los otros se dieron 
uno en el grupo de niños menores de 1 año de edad y el otro en los adultos 
respectivamente 
La mutación IC219Q/E asociada a resistencia a los inhibidores nucleosichcos de la 
transcriptasa inversa se encontró tanto en el grupo de los adultos como en el de los niños 
menores de 1 año La mutación M41L de gran importancia terapéutica solo se presentó 
en adultos siendo una de las más frecuentes Esta mutación hace que el virus del paciente 
muestre resistencia potencialmente baja a ABC ddl y TDF y un nivel de resistencia bajo 
a AZT y d4T 
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En ambos grupos adultos y nulos se presentaron las mutaciones K101Q y K103N 
asociadas a resistencia a INNT1, aunque con efecto diferente La presencia de la 
mutación KIO IQ tiene un efecto débil sobre los inhibidores no nucleosidicos mientas 
que la K1 03N causa un nivel alto de resistencia a la NVP DLV y EFV El resto de las 
mutaciones encontradas difieren en la posición donde se presentan y en otros casos en el 
residuo de aminoácido para el cual codifican en la misma posición 
Las mutaciones que se identificaron en el grupo de menores de 1 dio de edad que 
confieren resistencia a medicamentos INTI concuerdan con las mutaciones que se pueden 
presentar en mujeres embarazadas que reciben terapia antirretrovu -al para evitar la 
transmisión materno mfantil del V11-1 Estas mutaciones son la K219Q y T215Y que 
confieren resistencia al medicamento AZT 
La adnurustración de drogas ARV en las mujeres embarazadas representa un aspecto 
importante en la transmisión de cepas Val resistentes y se evidencia cuando se 
identifican las mutaciones asociadas al tipo de medicamento que se les da a estas 
pacientes durante el embarazo 
Estas drogas terapéuticas provocan una presión selectiva sobre la cepa viral de la mujer 
embarazada con la posibilidad de infectar al feto con un virus mutado capaz de mostrar 
resistencia a los esquemas iniciales de tratamiento Este factor es determinante para que 
este grupo de pacientes presente la frecuencia de resistencia transmitida en 12% 
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En Panama, se utiliza el medicamento conocido como Kaletra (LPV/r 
Lopmavir/Ritonavir) que es un mbibidor de la proteasa y forma parte de los 
medicamentos de la triple terapia antirretrovn -al Es tambien uno de los medicamentos 
utilizados en las mujeres embarazadas Las mutaciones que se pueden presentar debido a 
la presión selectiva que ejerce el uso de este mlubidor de proteasa no se identificaron en 
ninguno de los pacientes 
En cuanto a la mutación M184V cuya frecuencia es de 75 8% en los adultos tratados con 
ARV que presentan resistencia a los INITI cabe señalar que no se identificó en ninguno 
de los pacientes analizados Esto quizás se deba a que la presencia de esta mutación no 
beneficia el proceso replicativo del virus en ausencia de drogas terapeuticas (82) 
En América Latina y el Caribe se han realizado recientemente estudios para calcular la 
prevalencia de resistencia transnutida del V111 en pacientes sin experiencia previa con 
ARV Estudios realizados en Venezuela en el 2007 demostraron una prevalencia de 
resistencia pnmana del 10% utilizando una muestra de 20 pacientes Argentina, por su 
parte evaluó 284 personas y encontraron que el 4 2% de las personas mostraban 
mutaciones En Peru se estiman cifras del 3 3% en una muestra de 359 personas En 
Honduras Chile y Cuba las prevalencias encontradas fueron de 9 2% 2 5% y 7 4% 
respectivamente 
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Estudios previos realizados en Panamá con muestras colectadas entre los años 2004 y 
2005 mostraban en sus datos la ausencia de mutaciones de resistencia a ARV en 
individuos asintomancos naivegn) 
La mformación generada en el presente estudio demuestra que actualmente existe en la 
población panameña de pacientes VIH positivos transmisión de cepas virales resistentes 
a los medicamentos ARV que se utilizan para contener esta enfermedad La prevalencia 
que encontramos en Panama es de un 9 3% en los adultos y un 12% en niños menores de 
un año de edad 
Los estudios realizados hasta la fecha en relacion con la prevalencia de resistencia 
transmitida se han diseñado de diferentes formas En ese sentido el numero de muestras 
utilizadas en los estudios realizados en Panama para evaluar resistencia transmitida, al 
igual que el utilizado en otros paises es diferente y el mismo vana de acuerdo con cada 
investigador que se dispone a estudiar el comportamiento de este fenómeno La OMS 
ha hecho ciertas recomendaciones en relación con este importante aspecto y aconseja un 
numero de 47 muestras para que se puedan realizar comparaciones de los datos obtenidos 
entre cada pais al igual que otras caractensticas umforrnes de los pacientes que formaran 
parte de este tipo de estudio (76)  
La siguiente fase de este estudio realizado con 43 muestras de pacientes adultos es llegar 
a evaluar la resistencia transmitida segun los parámetros estipulados por la OMS y poder 
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comparar nuestros resultados con otros estudios que cumplan con la misma 
estandarización 
Hasta donde conocemos este es el primer estudio en Panamá que evalua la transmisión 
de resistencia a ARV en adultos y nulos usando criterios de selección uniformes y 
recomendados por orgiusmos mternacionales Esto permitirá retroahmentar al MENSA 
con informacion fidedigna sobre los medicamentos que podrían o no usarse en esquemas 
terapeutmos de primera linea Además proporcionará una 'formación de base para 
comparar la situación de la resistencia transmitida en anos venideros 
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CONCLUSIONES 
En esta investigación se logró determinar las mutaciones presentes en los genes de la 
transenptasa inversa y de la proteasa del V11-1 blancos terapeuticos de los primeros 
esquemas utilizados para el tratamiento antirreiroviral contra el V11-1 Estas mutaciones 
se identificaron en niños menores de 1 año de edad y en pacientes adultos mayores de 17 
años utilizando un sistema de secuenclación abierto hecho en casa En este metodo se 
utilizaron distintos reactwos de manera estandarizada para lograr la secuenciacion de los 
genes que codifican para la enzuna trancriptasa uwersa y proteasa del Val El método 
empleado para la amplificación en la reaccion de secuenciacion puede ser mejorado 
utilizando cebadores diferentes que puedan anidar en areas especificas y permitan 
conseguir la secuenciación de fragmentos de mayor tamaño y de buena calidad 
La presencia de mutaciones que están asociadas a resistencia a los ARV demuestra que 
en Panamá existe resistencia transmitida en pacientes V1H positivos que no han recibido 
tratamiento al momento de la toma de muestra Esta información es importante ya que en 
estudios anteriores realizados en Panama con muestras de pacientes sin tratamiento no 
se logró identificar la presencia de alguna mutación que estuviese relacionada con la 
resistencia a fármacos ARV 
La determinación de estas mutaciones y el tipo de relación que guardan con los farmacos 
que se utilizan para el control de la enfermedad, han sido estudiados por diversos 
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investigadores y esta información a sido utilizada por la Universidad de Standford para 
generar una herranuenta electromea para el análisis de estas relaciones Los efectos 
generados por una mutación, o por un grupo de mutaciones son evaluados por el sistema 
y comparados con una base de datos de secuencias La evaluación de las secuencias 
utilizando este sistema le brinda al médico información importante relacionada a las 
mutaciones del virus presente en el paciente y a que medicamentos puede el paciente 
mostrar menor o mayor grado de susceptibilidad Tambien se pueden hacer estudios 
relacionados con la prevalencia de resistencia transmitida debido a que cuentan con una 
base de datos amplia y a la vez cuentan con un listado estandarizado de las mutaciones 
de relevancia para evaluar este aspecto 
El estudio del genotipo del VIH es necesario para determinar la efectividad que puedan 
tener los medicamentos ARV en los pacientes VIH que están bajo terapia o que la vayan 
a iniciar Es por esto que los estudios de resistencia transmitida son actualmente uno de 
los aspectos epidemiológicos del VIII mas estudiados en los ultimos anos para lo cual 
mucho ha contribwdo el aumento en la cobertura y la constancia del tratamiento ARV 
Las presiones selectivas a la que se exponen los virus de VIII y que se generan del uso de 
drogas ARV en los pacientes VIII positivos en tratamiento son las principales causas por 
las que se crean virus resistentes Dependiendo del tipo de medicamento que se toma, se 
generan mutaciones especificas en el genoma del virus que permite que el mismo 
contmue replicándose de manera activa Algunas mutaciones pueden presentarse de 
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manera espontánea producto de un error del virus durante su rephcacion pero es mas 
comun encontrarlas en los pacientes que han estado recibiendo terapia ARV En este 
estudio se evaluó la presencia de estas mutaciones en pacientes que nunca hablan recibido 
terapia ARV Se encanto que tanto en niños como en adultos si existía la presencia de 
mutaciones que comunmente se presentan en pacientes que ya han recibido terapia ARV 
En el caso de los nulos de madres VIII positivas es vital que se estudie la resistencia 
transmitida ya que a los niños de madres VIII positivas se les trata inmediatamente 
despues del nacimiento con medicamentos ARV para los que posiblemente ya exista 
resistencia viral en el niño 
Para mujeres embarazadas VIH positivas el estudio de la resistencia a fármacos ARV 
mediante el genotipaje proporcionana información uhl para determinar cuáles son los 
posibles farrnacos a los que pueden presentar resistencia y las mutaciones que se pueden 
transmitir a los niños que se infectan de manera vertical con VIII 
La tasa de prevalencia de resistencia transmitida a drogas antirretrovirales dirigidas a 
inhibir la transcnptasa inversa y la proteasa del VIII fue de un 11 5% para ruños menores 
de 1 año de edad y de un 9 3% para los adultos valores que nos sanan en una categona 
intermedia que va del 5 al 15% de transmisión de cepas resistentes del Vill 
La resistencia transmitida se ha convertido en un estudio de importancia d'Inca 
terapéutica que nos ayudará a evaluar la efectividad que se puede obtener con los 
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tratamientos actualmente disponibles para el abordaje inicial de la terapia ARV 
Además nos dará mformación valiosa en relacion con el genoma del virus para seguir 




1 Realizar la cuantificación de carga viral Val de manera previa al genotipaje con el 
propósito de poder evaluar si la cantidad de producto inicial es suficiente para obtener 
productos de PCR 
2 Diseñar cebadores especificos que aniden en otras posiciones diferentes a las 
utilizadas en este estudio con las muestras en las que no se obtuvieron fragmentos del 
genoma por secuenciación 
3 Analizar un numero mayor de pacientes con el propósito de poder realizar estudios de 
resistencia transmitida segun las recomendaciones de la Organizacion Mundial de la 
Salud que se puedan comparar con estudios de otros países que siguen las mismas 
normas 
4 Utilizar la información generada en este estudio para evaluar los esquemas de 
tratamiento inicial que actualmente son utilizados por nuestro sistema de salud 
5 Seleccionar las mutaciones de importancia en resistencia transmitida más frecuentes 
para diseñar un método de identificación alelo especifico como el PCR en tiempo 
real para identificar mutaciones especificas 
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6. Una vez estandarizada la técnica de PCR en tiempo real, implementar la técnica como 
un procedimiento diagnóstico de rutina para pacientes que están por iniciar terapia 
ARV o en los que se sospecha resistencia al esquema inicial de tratamiento. 
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